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2. Eigene Beiträge zu den veröffentlichten Teilen der 
Arbeit 
 
Laut §8, Absatz 3 der Promotionsordnung der Philipps-Universität Marburg (Fassung vom 12.4.2000) 
müssen bei den Teilen der Dissertation, die aus gemeinsamer Forschungsarbeit entstanden sind, „die 
individuellen Leistungen des Doktoranden deutlich abgrenzbar und bewertbar sein.“ Dies betrifft die 
Kapitel 4.1 - 4.5 sowie die zusätzlichen wissenschaftlichen Arbeiten (Kapitel 5.1 – 5.3). Die Beiträge 




Leptin rapidly improves glucose homeostasis in obese mice by increasing hypothalamic 
insulin sensitivity 
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Hypothalamic WNT signalling is impaired during obesity and reinstated by leptin 
treatment in male mice 
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Dieses Kapitel wurde im August 2013 zur Veröffentlichung bei „Endocrinology“ eingereicht und 
befindet sich derzeit unter Begutachtung. 
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Hypothalamic glycogen synthase kinase 3β has a central role in the regulation of food 
intake and glucose metabolism 
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Central Adiponectin Acutely Improves Glucose Tolerance in Male Mice 
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In der modernen Wohlstandsgesellschaft hat sich Adipositas zu einem der größten 
Gesundheitsprobleme entwickelt. Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) gelten Menschen mit 
einem Body-Mass-Index (BMI) über 30 kg Körpergewicht pro Körpergröße zum Quadrat als adipös 
[1]. Umgangssprachlich auch als Fettsucht bekannt, ist Adipositas eine über das normale Maß 
hinausgehende Vermehrung des Körperfetts mit verheerenden Folgen für den Energie- und 
Glukosemetabolismus. Adipositas wird als einer der Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von 
Diabetes mellitus Typ II angesehen [2]. Diabetes mellitus Typ II, im Volksmund auch 
Zuckerkrankheit genannt, ist eine Stoffwechselkrankheit, die mit einer massiven Störung des 
Glukosehaushalts einhergeht. Charakteristisch für Diabetes mellitus Typ II ist ein erhöhter 
Blutzuckerspiegel der zu Schädigungen der Blutgefäße führen kann. Bei der endgültigen 
Manifestation von Diabetes mellitus Typ II werden schließlich die pankreatischen β-Zellen durch die 
chronische Überbelastung zerstört und es kommt, wie bei Diabetes mellitus Typ I, zum Insulinmangel. 
Hieraus können schwerwiegende Folgeerkrankungen resultieren. Zu diesen zählen Schädigungen der 
mikrovaskulären Gefäße, die wiederum Auswirkungen auf Augen (Retinopathie), Nieren 
(Nephropathie) und Nerven (Neuropathie) haben können [1]. Makrovaskuläre Schädigungen können 
kardiovaskuläre Krankheiten wie Durchblutungsstörungen bis hin zur Amputation, Herzinfarkt und 
Schlaganfall verursachen [1]. Um diesen Folgeerscheinungen entgegenzuwirken, ist eine intakte 
Glukosehomöostase essentiell. In den letzten drei Jahrzehnten hat sich die Anzahl der an Adipositas 
erkrankten Menschen fast verdoppelt [1], wobei gleichzeitig die Diabetes mellitus Typ II - Rate in der 
Erwachsenengesellschaft sogar um das Siebenfache angestiegen ist [3]. Früher traten diese 
metabolischen Störungen überwiegend bei Erwachsenen auf, jedoch sind mittlerweile auch vermehrt 
Kinder und Jugendliche betroffen. Weltweit wurden 2010 bereits über 40 Millionen übergewichtige 
Kinder unter 5 Jahren verzeichnet, wobei mangelnde Bewegung und übermäßiger Konsum fettreicher 
Nahrung maßgeblich zur Ausprägung des adipösen Phänotyps beitragen [1]. Einhergehend mit 
Adipositas stieg auch das Risiko für Diabetes mellitus Typ II in dieser Altersgruppe stark an. In den 
letzten 20 Jahren hat sich die Anzahl der betroffenen Kinder und Jugendlichen in den USA bereits 
verzehnfacht und es wird eine ähnliche Entwicklung für Deutschland prognostiziert. Die mit diesen 
Störungen verbundenen Kosten sind in Deutschland für etwa 10 % der derzeitigen Gesamtausgaben 
des Gesundheitssystems verantwortlich [3]. Daher ist es unabdingbar die molekularen Mechanismen 
des Energie- und Glukosehaushaltes besser zu verstehen, um Zusammenhänge mit der Entstehung von 
Diabetes mellitus Typ II und dessen Prävention entschlüsseln zu können. 
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3.1.1 Die zentrale Regulation der Energie- und 
Glukosehomöostase 
 
Als Hauptenergielieferant des Organismus haben Kohlenhydrate zusammen mit Fetten und Proteinen 
den quantitativ höchsten Anteil an der täglich aufgenommenen Nahrung. Im Körper werden 
Kohlenhydrate enzymatisch verdaut, wobei unter anderem Glukose entsteht. Um eine konstante 
Energieversorgung des Organismus zu gewährleisten ist die Aufrechterhaltung eines kontrollierten 
Blutglukosespiegels (Glukosehomöostase) essentiell. Die Glukosehomöostase ist ein physiologisch 
ausgewogener Mechanismus, der hauptsächlich von drei parallel ablaufenden Prozessen gesteuert 
wird. Zu diesen zählen die Insulinsekretion der Pankreas, die Glukosespeicherung der Leber, sowie die 
Glukoseaufnahme des peripheren Gewebes (Muskel und Fett). Zusätzlich zu der aus der Nahrung 
gewonnenen Glukose können Fettgewebe (Glukoneogenese) sowie Leber und Muskel 
(Glykogenolyse) Glukose synthetisieren. Hauptsächlich wird die Glukosehomöostase durch das 
Peptidhormon Insulin reguliert, das von den β-Zellen der pankreatischen Langerhans-Inseln produziert 
und sezerniert wird. Es ermöglicht die Aufnahme von Glukose aus dem Blut in die verschiedenen 
Gewebe und induziert die Glykogenbildung in der Leber, wodurch der Blutglukosespiegel gesenkt 
wird. Der Gegenspieler von Insulin ist das Hormon Glukagon. Ist der Blutzuckerspiegel zu niedrig, 
wird seine Ausschüttung aus den Langerhans-Inseln induziert, was zum Abbau von Glykogen zu 
Glukose in der Leber führt und der Blutglukosespiegel steigt. 
Das Gehirn galt lange Zeig als insulininsensitiv und man nahm an, dass der Glukosehaushalt 
ausschließlich in der Peripherie gesteuert wird. Mittlerweile wurde jedoch mehrfach beschrieben, dass 
Insulin über den Blutkreislauf zum Gehirn gelangt, wo es in spezifischen hypothalamischen 
Kernregionen die Energie- und Glukosehomöostase reguliert [4-9]. Hierbei ist der mediobasale 
Hypothalamus (MBH, Abb. 1) mit seinen assoziierten Nuclei als Hauptregulationszentrum der 
zentralen Energie- und Glukosehomöostase anzusehen [10]. Periphere Signale erreichen über den 
Blutkreislauf den Hypothalamus, binden dort an ihre Rezeptoren und vermitteln so den peripheren 
Energiestatus an das zentrale Nervensystem (ZNS) [10]. Hierbei ist der Nucleus arcuatus (ARC) die 
erste neuronale Verbindungsstelle, indem sich verschiedene neuropeptid-produzierende Neurone 
befinden, die eine wichtige Rolle in der Energiehomöostase spielen. Hierzu zählen die anorexigen 
(appetithemmend) wirkenden „Proopiomelanocortin/Cocaine- and amphetamine regulated Transcript“ 
(POMC/CART) -Neurone, sowie die orexigen (appetiterzeugend) wirkenden „Neuropeptide 
Y/Agouti-related peptide“ (NPY/AgRP) -Neurone, die maßgeblich and der Steuerung der Energie- 
und Glukosehomöostase beteiligt sind [11]. Diese sogenannten Neurone erster Ordnung innervieren 
anteriore Regionen wie den paraventrikulären Nucleus (PVN), die lateral hypothalamische Region 
(lateral hypothalamic area, LHA) oder den ventromedialen Nucleus (VMH), wo sie Synapsen mit 
Neuronen zweiter Ordnung bilden und die Energiehomöostase regulieren. 
 




Abb. 1: Anatomie eines Rattengehirns und die Hauptregionen der Energiehomöostase im Hypothalamus: 
Eine Sagittalansicht des Rattengehirns (oben) zeigt die Position des Hypothalamus (Abgrenzung durch die zwei 
vertikale Balken), das Zentrum der Energie- und Glukosehomöostase. Unten ist eine Frontalansicht des 
anterioren (links) und posterioren (rechts) Bereichs des Hypothalamus abgebildet. Neurone, die auf periphere 
Signale reagieren, befinden sich im ARC und innervieren anteriore Regionen wie den PVN und die LHA. 
Zusätzlich spielt auch der, dem ARC anliegende, VMH eine wichtige Rolle in der Energiehomöostase. ARC: 
Nucleus arcuatus; PVN: paraventrikulärer Nucleus; LHA: lateral hypothalamische Region; VMH: 
ventromedialer Hypothalamus; OC: optisches Chiasma; 3V: dritter Ventrikel. Verändert nach Schwartz MW, 
2000 [10]. 
 
Die anorexigenen Hormone Leptin und Insulin, die proportional zum Körperfettgehalt sezerniert 
werden [10;12], sowie das vom Magen produzierte, orexigene Hormon Ghrelin spielen bei dieser 
hypothalamischen Regulation der Energie- und Glukosehomöostase eine entscheidende Rolle. Insulin 
und Leptin inhibieren die NPY/AgRP- Neurone im ARC und stimulieren gleichzeitig die POMC 
Neurone über komplexe intrazelluläre Signalwege, wohingegen Ghrelin die NPY/AgRP- Neurone 
aktiviert, wodurch die neuroendokrine Regulation der Glukosehomöostase gesteuert wird [11]. 
 
 
Die Rolle von Insulin und Leptin 
 
Die Hauptaufgabe von Insulin liegt in der Aufrechterhaltung der Glukosehomöostase, indem es die 
Rate der Glukoseaufnahme in den insulinsensitiven Geweben wie Muskel und Fettgewebe, relativ zum 
Blutglukosespiegel, erhöht. Sobald Insulin die Blut-Hirn-Schranke (BBB) passiert, bindet es an seinen 
Tyrosinkinasenrezeptor, der unter anderem im ARC des Hypothalamus lokalisiert ist und aktiviert den 
nachgeschalteten Insulinrezeptorsubstrat (IRS)/ Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) - Signalweg (Abb. 
2). Dieser Signalweg gilt als hauptverantwortlich für die Regulation der Glukosehomöostase. Eine 
Störung dieser Kaskade geht mit einer verminderten Glukosetoleranz einher [12]. Bei 
normoglykämischen Individuen bewirkt die Insulinrezeptor-Bindung eine Rekrutierung und 
Aktivierung des nachgeschalteten, zytosolischen IRS [5]. Diese sind durch verschiedene Threonin- 
und Serin- Phosphorylierungsstellen gekennzeichnet, wodurch die Insulinsignaltransduktion sowohl 
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positiv als auch negativ beeinflusst werden kann [13;14]. Die Hauptfunktion der IRS- Proteine liegt in 
der Aktivierung der PI3K, die als Schlüsselenzym der Insulinsignaltransduktion zu betrachten ist [5]. 
Sie besteht aus einem heterodimeren Komplex mit einer regulatorischen- (p85α, p85β, p55γ) und einer 
katalytischen (p110α, β, γ, δ)- Untereinheit [15]. Die Aktivierung der PI3K vermittelt die 
Phosphorylierung der, auch als AKT bekannten, Proteinkinase B an den Stellen Threonin 308 und 
Serin 473. Hierbei ist die Phosphorylierung an Stelle Threonin 308 für die vollständige 
Phosphorylierung von AKT essentiell, hat allerdings ohne die folgende Serin- Phosphorylierung bisher 
keine bekannte biologische Funktion. Die Phosphorylierung von AKT (Serin 473) wird somit 
üblicherweise als Marker für die PI3K- Aktivität herangezogen und ist gleichzeitig der Auslöser der 
mannigfaltigen Wirkung von Insulin auf die Energie- und Glukosehomöostase [5].  
 
 
Abb. 2: Der IRS/PI3K- Signalweg. Ein Insulinsignal bewirkt die Autophosphorylierung des IR, wodurch das 
IRS rekrutiert und die PI3K aktiviert wird. Die PI3K phosphoryliert AKT, wodurch die Regulation der Energie- 
und Glukosehomöostase vermittelt wird. IRS: Insulinrezeptorsubstrat; IR: Insulinrezeptor; PI3K: 
Phosphoinositol-3-Kinase. 
 
Der Name Leptin (griechisch: schlank) ist auf die anorexigene Wirkung des Hormons 
zurückzuführen und wurde daher auch umgangssprachlich als das „Schlankheitshormon“ oder 
„Sättigungshormon“ bezeichnet. 1994 konnten Friedman und seine Kollegen das mutierte obese Gen 
in sogenannten leptindefizienten Mäusen (Lep
ob/ob
- Mäusen) identifizieren. Diese Mäuse sind durch 
einen adipösen und glukoseintoleranten Phänotypen charakterisiert, welcher mit einer übermäßigen 
Nahrungsaufnahme und einem reduzierten Stoffwechsel einhergeht [16]. Da Adipositas als einer der 
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Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von Diabetes mellitus Typ II angesehen wird [2], rückte Leptin 
in den Fokus der Diabetesforschung. Leptin wird von weißen Adipozyten sekretiert, wobei die 
Konzentration von zirkulierendem Leptin proportional zum Körperfettgehalt vorliegt [17]. Dadurch 
liefert Leptin Informationen über den Energiestatus des Körpers und hilft einer möglichen 
Gewichtszunahme entgegenzuwirken. Der Hauptwirkungsort von Leptin auf den Energie- und 
Glukosemetabolismus liegt im MBH. Unter anderem hier wird die lange Form des Leptinrezeptors 
(LepR) exprimiert, welcher in der Lage ist die Leptin-Signalkaskade adäquat zu aktivieren [18-20]. 
Zirkulierendes Leptin erreicht die BBB und kann diese vermutlich über die kurze Form des LepR 
passieren [21;22]. Der Transport verläuft bei niedrigen Leptinspiegeln linear, wodurch das ZNS 
adäquat über den peripheren Energiezustand informiert werden kann [23]. Durch Bindung von Leptin 
an seinen Rezeptor (siehe dazu Abb. 3), welcher durch eine extrazelluläre Transmembran-
Bindedomäne und eine zytoplasmatische Signaldomäne gekennzeichnet [24] ist, wird die Januskinase 
2 (JAK2) aktiviert [25]. Diese Aktivierung ist notwendig, da der LepR über keine endogene Kinase-
Aktivität verfügt und ermöglicht die Phosphorylierung des LepR. Infolgedessen kommt es zur 
Bindung des „Signal Transducer and Activator of Transcription-3“ (STAT3) an den Rezeptor und 
somit zur Phosphorylierung von STAT3 an der Stelle Tyrosin 705. Nach der Phosphorylierung lösen 
sich die phospho-STAT3 (Tyrosin 705)- Monomere vom Rezeptor, dimerisieren und translozieren in 
den Nucleus, wo sie die Transkription von Zielgenen regulieren und dadurch die Nahrungsaufnahme 
und den Energiehaushalt steuern [26]. Durch die Transkription des natürlichen Inhibitors der 
Leptintransduktion, den „Suppressor of cytokine signalling“ (SOCS3), entsteht eine negative 
Rückkopplung dieses Signalweges, wodurch dieser nach erfolgreicher Transduktion gestoppt werden 
kann [27].  




Abb. 3: Der JAK-STAT- Signalweg. Ein Leptinsignal führt zur Aktivierung der JAK, die wiederum den LepR 
und STAT3 phosphoryliert. Phospho-STAT3 transloziert als Dimer in den Nucleus, wo es die Transkription der 
Zielgene aktiviert. Hierzu zählt auch SOCS3, wodurch eine negativer feedback entsteht. JAK: Januskinase; 
LepR: Leptinrezeptor; STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription; SOCS3: Suppressor of 
cytokine signaling. 
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3.1.2 Diabetes mellitus Typ II: Wissenschaftlicher Stand der 
Ursachenforschung 
 
Wie bereits erwähnt, wird Adipositas als einer der Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von 
Diabetes mellitus Typ II angesehen [2]. Neben einer diätinduzierten Adipositas, die durch 
hyperkalorische Ernährung und Bewegungsmangel hervorgerufen wird, können auch genetische 
Defekte, wie z.B. der Verlust von Leptin oder des LepR, für die Entstehung verantwortlich sein 
[28;29]. Im Gegensatz zur diätinduzierten Adipositas treten diese jedoch eher selten auf. Mit Zunahme 
des Körpergewichtes kommt es gleichzeitig zum Anstieg von Insulin, da dieses proportional zum 
Körperfettgehalt sezerniert wird [12]. Im Verlaufe der Gewichtszunahme und dem damit ansteigenden 
Körperfettgehalt kommt es, trotz des erhöhten Serumspiegels von Insulin, zu einer verringerten 
Sensitivität gegenüber diesem Hormon [30;31] und es manifestiert sich eine sogenannte 
Insulinresistenz. Dies hat zur Folge, dass die insulin-induzierte PI3K-Aktivität reduziert ist, was zu 
einer Störung der Glukosehomöostase führt [12]. Die möglichen Ursachen für die entstehende 
Insulinresistenz sind bis heute nur unvollständig verstanden. Neben dem mittlerweile gut 
charakterisierten Einfluss von Leptin auf die Regulation der Nahrungsaufnahme und des 
Energieverbrauchs durch den JAK2/STAT3- Signalweg, deuten neuere Publikationen darauf hin, dass 
Leptin auch die PI3K aktivieren kann [32;33] und somit möglicherweise für eine funktionelle 
Weiterleitung des Insulinsignals im ZNS notwendig ist. Da Übergewicht ebenfalls mit einer 
Leptinresistenz assoziiert ist, könnte die gestörte Leptinsignaltransduktion den Zusammenhang von 
Adipositas und Diabetes mellitus Typ II erklären [31]. Im Zuge der diätbedingten Gewichtszunahme 
steigen die zirkulierenden Leptinspiegel proportional zum Körperfettgehalt an [31] und es kommt zur 
Hyperleptinämie [17;34]. Ungeachtet der erhöhten Serum- Leptinspiegel wird jedoch die anorexigene 
Wirkung von Leptin stark beeinträchtigt. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen dieser, 
auch als Leptinresistenz bezeichneten, Signalstörung sind jedoch nur unvollständig verstanden. Bei 
Übergewicht und der damit assoziierten Hyperleptinämie ist der Transport von Leptin über die BBB 
allerdings nicht mehr linear, sondern verläuft nahezu gesättigt [23], wodurch das ZNS 
Fehlinformationen über den metabolischen Zustand der Peripherie erhält und einer Gewichtszunahme 
nicht weiter entgegenwirken kann. Da Leptin möglicherweise auch die PI3K aktivieren kann [32;33], 
hätte diese zentrale Leptinresistenz einen außerordentlichen Einfluss auf den IRS/PI3K- Signalweg 
und somit auf die Steuerung der Glukosehomöostase. Eine Hypothese, die dadurch unterstützt wird, 
dass sowohl leptindefiziente als auch leptinresistente Individuen neben einem adipösen Phänotypen 
eine ausgeprägte Glukoseintoleranz und eine verminderte Insulinsensitivität im MBH aufweisen 
[16;35]. Allerdings ging aus den bisherigen Studien nicht hervor, ob der adipöse Phänotyp oder das 
Fehlen des hypothalamischen Leptinsignals für die Glukoseintoleranz verantwortlich ist. Die 
chronische Behandlung von Lep
ob/ob
- Mäusen mit Leptin verbessert zwar die Glukosetoleranz, ist aber 
auch mit einer deutlichen Reduktion des Körpergewichts verbunden [16;36].  
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Der akute Einfluss von Leptin auf die den Glukosemetabolismus und den zentralen 
IRS/PI3K- Signalweg 
 
Um zwischen dem Einfluss des Körperfettes und dem Verlust des Leptinsignals unterscheiden zu 
können wurde der akute Effekt von Leptin auf die Glukosehomöostase sowie die molekulare 
Interaktionen zwischen Leptin und dem IRS/PI3K- Signalweg in einer Studie von Dr. Christiane E. 
Koch (Kapitel 4.1) untersucht. Eine akute Leptinbehandlung ermöglichte es den Einfluss von Leptin 
auf den Glukosehaushalt in Lep
ob/ob
- Mäusen zu untersuchen, ohne dass das Körpergewicht oder der 
Körperfettgehalt der Mäuse beeinträchtigt wird. Diese Mäuse zeichnen sich, trotz Adipositas und 
Glukoseintoleranz, durch eine hohe Leptinsensitivität aus und unterscheiden sie sich von Mäusen, die 
eine diätinduzierte (Fütterung einer hochkalorischen Diät) Adipositas aufweisen, da diese mit einer 
Leptinresistenz assoziiert ist. Es konnte gezeigt werden, dass der genetische Verlust des Leptinsignals 
den Glukosemetabolismus maßgeblich beeinträchtigt und zu einer Glukoseintoleranz führt. Hierbei 
wiesen normalgewichtige Lep
ob/ob
- Mäuse einen vergleichbaren glukoseintoleranten Phänotypen wie 
ad libitum gefütterte Lep
ob/ob
- Mäuse auf (Kapitel 4.1 Abb. 1b und c). Die akute Wiederherstellung des 
Leptinsignals, mittels intraperitonealer (ip) - oder zentraler- Applikation von Leptin, verbesserte die 
Glukosetoleranz der Mäuse. Jedoch war die Wiederherstellung des Leptinsignals in adipösen Lep
ob/ob
- 
Mäusen nicht ausreichend, um die Glukosetoleranz zu normalisieren, wohingegen dies bei den 
normalgewichtigen Lep
ob/ob
- Mäusen möglich war (Kapitel 4.1 Abb. 1b und c). Diese Ergebnisse legen 
nahe, dass auch der Körperfettanteil an der Entstehung von Diabetes mellitus Typ II beteiligt ist (siehe 
dazu Kapitel 3.1.4). Eine vorherige Inhibition des zentralen IRS/PI3K- Signalweges, mittels 
intracerebroventricularer (icv) Injektion spezifischer PI3K-Inhibitoren (PIK75 und TGX221), 
unterdrückte jedoch den positiven Einfluss von Leptin auf die Glukosehomöostase (Kapitel 4.1 Abb. 
2d). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Leptin zentral über diesen Signalweg in die Regulation 
der Glukosehomöostase eingreift und von einem intakten zentralen IRS/PI3K- Signalweg abhängig ist. 
Darüber hinaus modulierte Leptin das Phosphorylierungsmuster von IRS-1 im MBH. Eine 
Leptininjektion verringerte dabei die Anzahl der phospho-IRS-1 (Serin 612) immunoreaktiven Zellen 
im ARC von Lep
ob/ob
- Mäusen (Kapitel 4.1 Abb. 4a). Diese Phosphorylierungsstelle ist als eine 
negative Phosphorylierung der IRS Proteine beschrieben und mit Insulinresistenz assoziiert [37]. Es 
scheint, dass diese Verringerung der IRS- Phosphorylierung durch Leptin die Insulinsensitivität erhöht 
und dadurch zu einer verbesserten Glukosetoleranz von leptindefizienten Mäusen führt. Durch das 
Fehlen einer intakten Leptinsignaltransduktion wird die Insulinsensitivität reduziert und es kommt zur 
Beeinträchtigung des IRS/PI3K- Signalweges und des Glukosehaushalts. Diese Daten zeigen deutlich, 
dass Leptin maßgeblich für die hypothalamische Insulinsignaltransduktion und die Regulation der 
Glukosehomöostase notwendig ist und somit die, bei Adipositas auftretende, Leptinresistenz der 
entscheidende Faktor bei der Entstehung von Diabetes mellitus Typ II sein könnte (Abb. 4). Jedoch 
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blieb offen, wie Leptin in die IRS/PI3K- Signalkaskade eingreift, wodurch sich die erste Fragestellung 
der vorliegenden Arbeit ergab:  
 
Durch welche molekularen Mechanismen moduliert Leptin den IRS/PI3K- Signalweg? Sind die 




Abb. 4: Schematische Darstellung der zentralen Interaktionen von Leptin und Insulin. In 
normoglykämischen Mäusen stabilisiert Leptin das IRS durch einen noch unbekannten Mechanismus. Somit 
kann Insulin die PI3K über IRS aktivieren, was zur Phosphorylierung von AKT und zur Regulation der 
Glukosehomöostase führt. Durch den Verlust des Leptinsignals bzw. das Auftreten einer zentralen 
Leptinresistenz wird die Insulinsensitivität reduziert. Insulin kann hierdurch die Aktivierung der PI3K und 
Phosphorylierung von AKT nicht mehr adäquat induzieren, was es zu einer gestörten Glukosetoleranz führt. 
Zusätzlich beeinträchtigt das Fettgewebe die Aufrechterhaltung der Glukosehomöostase durch noch unbekannte 
Mechanismen. Gelbe Symbole: positive Wirkung; dunkelrote Symbole: negative Wirkung; IRS: 
Insulinrezeptorsubstrat; LepR: Leptinrezeptor; PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase; IR: Insulinrezeptor; JAK: 
Januskinase. 
 
Von Leptin ist bekannt, dass es neben dem JAK-STAT- und IRS/PI3K- Signalweg auch noch 
andere Signalwege beeinflussen kann. So konnte z.B. in-vitro gezeigt werden, dass Leptin mit 
dem WNT/β Catenin- Signalweg interagiert [38;39]. Interessanterweise sind genetische 
Polymorphismen dieses Signalweges mit einem erhöhten Risiko an Diabetes mellitus Typ II 
zu erkranken assoziiert. Hierbei sind insbesondere das TCF-7- und das LRP-6- Gen zu nennen 
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[40-42]. Um der ersten Frage der vorliegenden Dissertation nachzugehen, war die 
Charakterisierung dieses Signalweges im MBH und die Untersuchung von möglichen 
Interaktionen zwischen Leptin mit diesem Signalweg das erste Hauptziel dieser Arbeit (siehe 
dazu Kapitel 4.2) und wird im nächsten Kapitel näher erläutert. 
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3.1.3 Der WNT/β Catenin- Signalweg 
 
Der WNT/β Catenin (WNT)- Signalweg ist ein im gesamten Tierreich vorkommender und hoch 
konservierter Signalweg. Er steuert eine Vielzahl von grundlegenden zellulären Prozessen wie z.B. die 
Proliferation und die Stammzelldifferenzierung [43]. Infolgedessen besitzt dieser Signalweg zum 
einen eine elementare Funktion in der Embryogenese und zum anderen aber auch in der Tumorgenese 
und anderen assoziierten Krankheiten [44-46]. Der Name des WNT- Signalweges leitet sich aus den 
Begriffen Wg für wingless und Int-1 ab. Ersteres stammt aus Experimenten mit der Taufliege 
Drosophila melanogaster, bei welchen eine Mutation im Wg- Gen zu einer flügellosen Variante 
führte. Int-1 hingegen ist eine Bezeichnung für das Int-1-Gen, welches mittlerweile auch WNT-1 
genannt wird und zu den WNT- Liganden zählt [47]. An der Signaltransduktion des WNT- 
Signalweges sind zahlreiche Proteine beteiligt. Sowohl im humanen als auch im murinen System 
unterscheidet man 19 verschiedene WNT- Liganden, die sogenannten WNT´s. Bis heute ist nicht viel 
über die Sekretion und Modifikation dieser morphogenen und hydrophoben Signalmoleküle bekannt. 
Eine N-terminale Signalsequenz sowie eine hoch konservierte Verteilung von 23 Zysteinen ist jedoch 
charakteristisch [48]. Darüber hinaus werden sie posttranslational glykolisiert und lipidmodifiziert. 
Mögliche Veränderungen der Aktivität durch diese Modulationen sind allerdings noch weitgehend 
unbekannt und variieren zwischen den verschiedenen WNT- Liganden [49].  
Neben den extrazellulären Liganden besteht der WNT- Signalweg aus dem G-Protein gekoppelten, 7-
transmembran- Rezeptor Frizzled (Fz) und dessen Co-Rezeptor, dem „low-density lipoprotein 
receptor-related protein“ -6 (LRP-6). In Abwesenheit der Liganden bildet das Schlüsselenzym, die 
Glykogen-Synthase-Kinase-3β (GSK-3β), einen Komplex mit dem Gerüstprotein Axin, Adenomatosis 
polyposis coli (APC) und Dishevelled (DVL). Diese Komplexbildung führt zur Phosphorylierung von 
β-Catenin durch GSK-3β, welche die proteasomale Degradierung von β-Catenin zur Folge hat. 
Zusätzlich kann der WNT- Signalweg durch extrazelluläre Antagonisten wie z.B. Dickkopf-1 (DKK-
1) inhibiert werden. Bindet jedoch ein WNT- Signalprotein an den Fz-Rezeptor, so kommt es zur einer 
Heterodimerisierung zwischen jenem und dem Co-Rezeptor LRP-6. Dies hat zur Folge, dass DVL 
zum Co-Rezeptor rekrutiert wird, wodurch der Destruktionskomplex aufgelöst und die GSK-3β, durch 
Phosphorylierung an Serin 9, inhibiert wird (Abb. 5). Infolgedessen kommt es zur Stabilisierung und 
Anreicherung von β-Catenin im Zytoplasma und letztendlich auch im Zellkern. Hier aktiviert β-
Catenin die Transkriptionsfaktoren „T-cell factor“ -7 (TCF-7) und „Lymphoid enhancer factor“ (LEF), 
wodurch Zielgene, wie z.B. Axin-2 und Cylin-D1, transkribiert werden. [50]. Neben dieser 
Signaltransduktion, auch als „kanonischer-WNT –Signalweg“ bekannt, gibt es einen weiteren, β-
Catenin- unabhängigen Aktivierungsmechanismus, dem sogenannten nicht-kanonischen WNT- 
Signalweg, auf den jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht näher eingegangen wird.  
 





Abb. 5: Der WNT- Signalweg. Bei Abwesenheit der WNT- Liganden (links) oder Anwesenheit des 
Antagonisten DKK-1 bilden Axin-2, DVL, APC und die GSK-3β einen Komplex. Hierbei phosphoryliert die 
aktive GSK-3β das zytoplasmatische β-Catenin, wodurch dieses abgebaut wird. Die Anwesenheit eines Liganden 
(rechts) bewirkt eine Heterodimerisierung des Fz- Rezeptors mit dem Co-Rezeptor LRP-6, wodurch DVL zum 
Rezeptor rekrutiert wird. Hierdurch wird die GSK-3β phosphoryliert und damit inaktiviert. Somit transloziert β-
Catenin in den Nucleus und bindet an Transkriptionsfaktoren TCF-7 und LEF, wodurch die Zielgene 
transkribiert werden. DKK-1: Dickkopf; DVL: Dishevelled; APC: Adenomatosis polyposis coli; GSK-3β: 
Glykogen-Synthase Kinase -3β; Fz: Frizzled; LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein; TCF: T-cell 
factor; LEF: Lymphoid enhancer factor. 
 
 
Der WNT –Signalweg und die Assoziation mit Diabetes mellitus Typ II 
 
Im Jahre 2006 veröffentlichten drei unabhängige Studien fast zeitgleich, dass genetische 
Polymorphismen im TCF-7- Gen mit einem stark erhöhten Risiko an Diabetes mellitus Typ II zu 
erkranken einhergehen [40-42]. Kurz darauf wurde bekannt, dass auch eine Mutation im LRP-6- Gen 
die Wahrscheinlichkeit an dieser metabolischen Störung zu erkranken deutlich erhöht [51]. Neben 
diesen Prädispositionen sind auch genetisch unabhängige Interaktionen des WNT- Signalweges mit 
dem Glukosemetabolismus bekannt. Hierbei nimmt das Schlüsselenzym, die GSK-3β, eine bedeutende 
Rolle ein. Sie ist eine konstitutiv aktive Serin/Threonin Kinase und wurde ursprünglich als ein Enzym 
definiert, das die Glykogensynthese als Antwort auf ein Insulinsignal reguliert. Darüber hinaus ist 
bekannt, dass die GSK-3β eine noch unbekannte Funktion im Insulin- Signalweg einnimmt. Nach 
Insulinstimulation und Aktivierung der PI3K wird die GSK-3β durch die Proteinkinase B an Serin 9 
phosphoryliert und somit inhibiert [52-56]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der GSK-3β 
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in der Peripherie die Glukosehomöostase in glukoseintoleranten Tieren deutlich verbessert [57-59], 
jedoch ist weder ein Mechanismus noch das dafür verantwortliche Gewebe bekannt. Des Weiteren 
wurde in in-vitro Studien gezeigt, dass Leptin mit diesem Signalweg interagiert [38;39]. Da Leptin 
maßgeblich an der Steuerung der Glukosehomöostase beteiligt ist [36;60], könnte dieser Signalweg 
auch im Glukosemetabolismus involviert sein. Unser Kooperationspartner Professor Peter R. Shepherd 
(Auckland, Neuseeland) konnte zeigen, dass Glukose den WNT- Signalweg in Makrophagen aktiviert 
[61], wodurch die Vermutung nahe liegt, dass dieser Signalweg eine sensorische Funktion für Glukose 
einnehmen könnte. Bis heute existieren jedoch weder Erkenntnisse über die Präsenz noch über 
eventuelle Funktionen dieses Signalweges im Hypothalamus von adulten Mäusen. Um der ersten 
Frage der vorliegenden Dissertation nachzugehen wurde daher das Expressionsmuster der WNT- 
Signalkomponenten im MBH analysiert und der Einfluss von Leptin auf diesen Signalweg untersucht 
(siehe dazu Kapitel 4.2). Darüber hinaus ergab sich die zweite Fragestellung der vorliegenden Arbeit, 
die in Kapitel 4.3 untersucht wurde:  
 
Welche Rolle nimmt die zentrale GSK-3β in der Regulation des Glukose- und Energiemetabolismus 
ein?  
 
Neueste Forschungsergebnisse deuten zusätzlich darauf hin, dass die GSK-3β auch als Regulator von 
inflammatorischen Prozessen dient [62], welche mit Adipositas und der Entstehung von Diabetes 
mellitus Typ II assoziiert sind [63-65]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der GSK-3β 
eine pro-inflammatorische Antwort in eine anti-inflammatorische Antwort umwandeln kann [66]. 
Darüber hinaus wurden bereits anti-inflammatorische Effekte von GSK-3β- Inhibitoren beschrieben 
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3.1.4 Die hypothalamische Inflammation 
 
In den letzten Jahren etablierte sich die hypothalamische Inflammation als ein neues 
Forschungsgebiet. Unter dem Begriff Inflammation versteht man im Allgemeinen eine Antwort des 
Organismus auf gesundheitsschädliche Stimuli. Diese können physikalisch, chemisch oder biologisch 
sein. In Bezug auf Adipositas versteht man in diesem Zusammenhang ein erhöhtes Aufkommen 
zirkulierender pro-inflammatorischer Zytokine (= regulatorische Peptide, die an der Steuerung der 
Immunantwort beteiligt sind), welche mit einer verminderten Insulin- und Leptinsignaltransduktion im 
MBH assoziiert sind [63-65]. Diese sogenannte „metabolische“- oder auch „low-grade“- Inflammation 
ist durch einen niedrigen, jedoch chronischen Zytokinspiegel charakterisiert. Dadurch unterscheidet 
sie sich von einer akuten Immunantwort, wie sie zum Beispiel bei einer bakteriellen Infektion 
ausgelöst wird. 
Wie bereits erwähnt steht auch der erhöhte Körperfettanteil im Verdacht an der Entstehung von 
Diabetes mellitus Typ II beteiligt zu sein (Kapitel 4.1 Abb. 1b und c). Während der Entwicklung von 
Adipositas infiltrieren Makrophagen des Immunsystems vor allem das viszerale Fettgewebe, was unter 
anderem zu einer erhöhten Sekretion der Zytokine „Tumor necrosis factor-alpha“ (TNFα) und 
Interleukin-6 (Il-6) führt [68]. Beide Zytokine sind in der Lage die BBB zu passieren [69;70], binden 
dort an spezifische Zytokinrezeptoren und könnten inflammatorische Signalwege aktivieren. Hierzu 
zählen der c-Jun N-terminale Kinase (JNK) - sowie der „Inhibitor von NF-κB- Kinase (IKKβ) / NF-
κB“- Signalweg [68]. Darüber hinaus stehen hochkalorische Diäten im Verdacht eine direkte 
inflammatorische Antwort, unabhängig von Adipositas, auszulösen [63-65]. Hierbei wird die 
Immunantwort über Toll-like-Rezeptoren (TLR) vermittelt, die in fast allen Zellen des ZNS exprimiert 
werden [71]. Die in der Nahrung enthaltenen gesättigten Fettsäuren können die BBB passieren [72], 
binden dort an TLR [73] und aktivieren möglicherweise die oben genannten Signaltransduktionen 
[68].  
 
Der JNK- Signalweg 
 
Die JNK ist eine Serin/Threonin Kinase und gehört zur Superfamilie der „mitogen-activated protein 
kinase“ (MAPK). Bisher sind drei verschiedene Isoformen (JNK-1- 3) bekannt, wobei JNK-1 und 
JNK-2 in allen Geweben und Zellen vorzufinden sind [74], hingegen die Expression von JNK-3 fast 
ausschließlich auf das Herz und das ZNS beschränkt ist [75]. Eine Aktivierung kann über TLR [68] als 
auch über die Zytokine TNFα und Il-6 und deren Rezeptoren erfolgen [76]. Eine Liganden-Rezeptor-
Bindung bewirkt hierbei, dass Adaptermoleküle, beispielsweise der „myeloid-differentiation factor 
88“ (MyD88), rekrutiert werden, wodurch es im weiteren Verlauf zur Phosphorylierung (Threonin 183 
und Thyrosin 185) und damit zur Aktivierung der JNK kommt [77]. Letztendlich wird der 
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Transkriptionsfaktor „acitvated protein-1“ (AP-1) aktiviert, transloziert in den Zellkern und vermittelt 
die Transkription spezifischer Zielgene [68;78].  
 
In peripherem Gewebe wurde festgestellt, dass die aktive JNK mit dem IRS/PI3K- Signalweg 
interagiert. Dabei phosphoryliert sie das IRS-1 und reduziert die Insulinsensitivität, wodurch die 
Weiterleitung des Insulinsignals vermindert ist [75;79-82]. Ein totaler Verlust der JNK-1, 
herbeigeführt durch einen genetischen knockout, schützt hingegen vor diätinduzierter Adipositas und 
Insulinresistenz [75], wobei die Antwort auf das hauptverantwortliche Organ oder Gewebe in dieser 
Studie offen blieb. Jahre später konnte jedoch gezeigt werden, dass eine erhöhte JNK-Aktivität im 
Hypothalamus mit Adipositas assoziiert ist [83] und, dass ein rein neuronaler knockout von JNK-1 vor 
diätinduzierter Adipositas schützt [84;85]. Da diese Studien keine Untersuchungen über die zentralen 
molekularen Mechanismen lieferten, ergab sich die dritte Fragestellung der vorliegenden Arbeit (siehe 
dazu Kapitel 4.4): 
 
Welche hypothalamischen Nuclei sind durch Adipositas mit einer erhöhten JNK-Aktivität assoziiert 
und gibt es Interaktionen zwischen der JNK und dem hypothalamischen Insulin- Signalweg? 
 
Der IKKβ / NF-κB- Signalweg 
 
Neben dem JNK- Signalweg spielt auch der IKKβ / NF-κB- Signalweg eine zentrale Rolle bei der 
Immunantwort [86]. Im inaktiven Zustand ist der Transkriptionsfaktor NF-κB an den Inhibitor von 
NF-κB (IκBα) gebunden und verbleibt im Zytoplasma [87]. Eine Aktivierung des Signalweges erfolgt 
über den TLR oder die Zytokinrezeptoren [68] und bewirkt eine Rekrutierung des Adapterproteins 
MyD88, was zu einer Phosphorylierung und damit zu einer Aktivierung der Serin-Kinase IKK führt. 
Diese phosphoryliert IκBα an den Stellen Serin 32 und Serin 36, wodurch es inhibiert und schließlich 
abgebaut wird. Dadurch gelangt NF-κB in den Nucleus und induziert die Transkription der Zielgene, 
die in viele zelluläre Prozesse, wie Inflammation, Proliferation und Apoptose, involviert sind [87]. 
 
In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass der zentrale IKKβ / NF-κB- Signalweg eine große 
Rolle bei metabolischen Erkrankungen spielt und, dass eine Aktivierung dieses Signalweges mit einer 
zentralen Leptin- als auch Insulinresistenz assoziiert ist [83;88-90]. Die exakten molekularen 
Mechanismen und die Beteiligung der spezifischen Nuclei sind allerdings unklar. Darüber hinaus 
wurde noch keine Zusammenhänge zwischen diesem zentralen Signalweg und dem 
Energiemetabolismus untersucht, wodurch sich die vierte Fragestellung dieser Arbeit ergab (siehe 
dazu Kapitel 4.5): 
 
Welche Rolle spielt der zentrale IKKβ / NF-κB- Signalweg in der Regulation der Energie- und 
Glukosehomöostase? 





Die grundlegenden molekularen Mechanismen der hypothalamischen Signalverarbeitung, in Bezug 
auf die Steuerung der Energie- und Glukosehomöostase, sind mittlerweile weitestgehend beschrieben. 
Die mögliche Beteiligung weiterer Signalwege, sowie die Modifikation der involvierten Signalwege 
bei der Entstehung von Diabetes mellitus Typ II sind jedoch noch nicht vollständig verstanden. Ziel 
dieser Doktorarbeit war das Erlangen von neuen Erkenntnissen über regulatorische Prozesse, die zur 
Entstehung von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II führen. Folgende Fragestellungen lagen 
dieser Doktorarbeit zu Grunde: 
 
Der WNT/β Catenin- Signalweg 
 
1. Existiert ein funktionaler WNT/β Catenin- Signalweg im MBH und gibt es zentrale 
Interaktionen von Leptin mit diesem Signalweg? 
 
2. Welche Rolle nimmt die zentrale GSK-3β in der Regulation des Glukose- und 
Energiemetabolismus ein? 
 
Die metabolische Inflammation 
 
1. Welche hypothalamischen Nuclei sind durch Adipositas mit einer erhöhten JNK- Aktivität 
assoziiert und gibt es Interaktionen zwischen der JNK und dem hypothalamischen Insulin- 
Signalweg? 
 
2. Welche Rolle spielt der zentrale IKKβ / NF-κB- Signalweg in der Regulation der Energie- und 
Glukosehomöostase? 





Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Methoden werden im Folgenden kurz erläutert. 
 
 Die Genexpression der ausgewählten Gene wurde mittels in-situ Hybridisierung bestimmt 
und quantifiziert. Hierfür wurde zunächst das gewünschte DNA-Fragment mittels Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert und anschließend aus einem Agarosegel extrahiert. Durch die 
Ligation in den pGEM
®
-T Easy Vektor (Promega, Mannheim) und die Transformation in 
E.Coli DH5α Zellen, wurde das DNA-Fragment vervielfältigt und nachfolgend sequenziert. 
Zur Herstellung der radioaktiv (S
35
) komplementären RNA-Sonden, mittels in-vitro 
Transkription, wurde entweder die SP6- oder T7- RNA-Polymerase (Invitrogen) verwendet. 
Anschließend wurden die koronale Gehirnschnitte mit den markierten RNA-Sonden inkubiert 
und später mit Hilfe des Computerprogramms Image-Pro
®
 Plus ausgewertet.  
 
 Mittels Immunohistochemie wurde die Aktivität der zentralen Signalwege im MBH 
lokalisiert und ausgezählt. Dafür wurden koronale Hirnschnitte mit den jeweiligen 
spezifischen Antikörpern inkubiert. Diese waren gegen ein Epitop des Zielproteins gerichtet, 
wobei dieses entweder alle vorhandenen Zielproteine oder nur spezifisch phosphorylierte 
Zielproteine detektierte. In der vorliegenden Arbeit wurden die Anzahl von phospho-AKT 
(Serin 473), phospho-IRS (Serin 612 oder Serin 307), phospho-LRP-6 (Serin 1490), phospho-
JNK (Threonin 183 und Thyrosin 185), phospho-GSK-3β (Serin 9), phospho-AMPK 
(Threonin 172), phospho-STAT3 (Thyrosin 705) und gesamt IκBα in den verschiedenen 
hypothalamischen Nuclei ermittelt.  
 
 Um die Protein-Konzentrationen semiquantitative zu bestimmen wurden Westernblot 
Analysen mit dem jeweiligen Gewebe oder Zellen durchgeführt. Hierbei wurden die Proteine 
im elektrischen Feld, entsprechend ihrer Größe, in einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und 
anschließend auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Danach erfolgte die Detektion des 
gewünschten Proteins mittels spezifischer Antikörper. Die Auswertung wurde mit Hilfe des 
Computerprogrammes ImageJ durchgeführt. 
 
 Die Bestimmung der Serumkonzentration von Insulin erfolgte mittels Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA). Hierfür wurden die gefasteten Tiere dekapitiert, 
ausgeblutet und das gewonnene Serum für den ELISA verwendet. 
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 Für die icv Applikationen wurde den Mäuse, mit Hilfe eines stereotaktischen Apparates, eine 
Kanüle in den lateralen zerebralen Ventrikel implantiert. Hierfür wurden die Mäuse mit 
Isofluran betäubt. 
 
 Um die Glukosetoleranz der Tiere zu messen, wurden intraperitoneale Glukosetoleranztests 
durchgeführt. Hierfür wurde den gefasteten Tieren eine 12,5% Glukoselösung ip injiziert (1,0 
– 1,5g Glukose/kg Körpergewicht) und die Blutglukosekonzentrationen zu definierten 
Zeitpunkten mittels handelsüblichen Glukosometern (Roche) bestimmt. Die Blutentnahme 
erfolgte hierbei aus der Gesichtsvene der Mäuse.  
 
Um die Glukoseproduktion der Leber zu ermitteln, wurde ein Pyruvattoleranztest 
durchgeführt. Pyruvat ist ein Substrat der Glukoneogenese und eine erhöhte Umwandlung von 
Pyruvat zu Glukose reflektiert somit die Glukoseproduktion der Leber. Hierfür wurde anstelle 
von Glukose ip Pyruvat (1,5g Pyruvat/kg Körpergewicht) injiziert und die Messung, wie oben 
beschrieben, durchgeführt. 
 
 Die Körperzusammensetzung der Tiere wurde mittels DEXA-Messungen (dual energy X-ray 
absorptiometry) unter leichter Isofluran-Narkose bestimmt (Lunar PIXImus Densitometer, GE 
Medical Systems). Bei dieser nicht-invasiven Methode werden die Versuchstiere mit zwei 
unterschiedlichen Wellenlängen durchleuchtet. Durch das unterschiedliche 
Absoprtionsverhalten von Knochen, Fett und fettfreier Masse kann die 
Körperzusammensetzung der Tiere ermittelt werden. 
 
 Die Überexpression der ausgewählten Gene wurde mittels Adeno-assoziierten Viren (AAV) 
gewährleistet. Um die Expression auf Neurone zu beschränken wurde das virale Konstrukt 
unter die Kontrolle des Synapsin-1 Promotors gestellt. Unter Isofluranbetäubung wurde den 
Tieren mit Hilfe des stereotaktischen Apparates je 4*10
10
 Vektorgenome bilateral in den ARC 
injiziert.  
 
 Um die Stoffwechselrate sowie den Respiratorischen Quotienten der Tiere zu ermitteln, wurde 
die indirekte Kalorimetrie verwendet. Hierbei wurde die O2-Aufnahme und die CO2-Abgabe 
der Tier in-vivo gemessen und daraus indirekt der Energieumsatz errechnet. 
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3.4 Ergebnisse und Diskussion 
 
3.4.1 Der hypothalamische WNT- Signalweg 
 
Charakterisierung des hypothalamischen WNT- Signalweges und der 
Einfluss von Leptin 
 
Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass der WNT- Signalweg, bekannt aus der Embryogenese und 
Tumorgenese [44;45], auch eine Rolle in der Pathogenese von Diabetes mellitus Typ II spielen könnte. 
Genetische Polymorphismen im TCF-7- oder LRP-6- Gen sind mit einem erhöhten Risiko an dieser 
metabolischen Störung zu erkranken assoziiert [40;41;51]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
dass Glukose diesen Signalweg aktivieren kann [61] und, dass Leptin mit diesem Signalweg 
interagiert [38;39]. Da wir (Kapitel 4.1) und andere zeigen konnten, dass Leptin maßgeblich an der 
zentralen Steuerung der Glukosehomöostase beteiligt ist [36;60] könnte Leptin über diesen Signalweg 
in den Glukosemetabolismus eingreifen. Jedoch existierten weder Erkenntnisse über die Präsenz noch 
über eventuelle Funktionen dieses Signalweges im Hypothalamus. Daher wurde zunächst das 
Expressionsmuster der WNT- Signalkomponenten im MBH analysiert und mögliche Interaktionen von 
Leptin mit diesem Signalweg untersucht.  
 
Das Expressionsmuster des WNT- Signalweges im MBH von adulten Mäusen. 
 
Die messenger RNA (mRNA)-Analyse der Signalkomponenten ergab, dass alle untersuchten Gene im 
ARC von wildtyp Mäusen exprimiert werden (Kapitel 4.2 Abb.1). Darüber hinaus zeigte sich, dass die 
Expression von verschiedenen Liganden (WNT-7a und WNT-4) als auch von Zielgenen (Axin-2 und 
Cyclin-D1) dieses Signalweges im ARC von Lep
ob/ob
- Mäusen reduziert war (Kapitel 4.2 Abb. 2a, b 
und c). Ein ähnlicher Befund wurde auf der Ebene des Co-Rezeptors LRP-6 erfasst. Eine 
Phosphorylierung von LRP-6 an Serin 1490 ist für eine Fz-Rezeptor-Aktvierung erforderlich und 
somit essentiell für einen intakten WNT- Signalweg [91]. Die Anzahl der phospho-LRP-6 (Serin 
1490) immunoreaktiven Zellen war jedoch im ARC von Lep
ob/ob
- Mäusen im Vergleich zu wildtyp 
Mäusen stark verringert (Kapitel 4.2 Abb. 3a). Diese Ergebnisse deuteten auf eine verringerte 
Aktivität des WNT- Signalweges im ARC von Lep
ob/ob
- Mäusen auf allen hierarchischen Ebenen (auf 
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Ist der Mangel von endogenem Leptin für die verringerte Aktivität des WNT- Signalweges im 
ARC verantwortlich? 
 
Da der ARC als Hauptregulationszentrum der zentralen Energie- und Glukosehomöostase anzusehen 
ist [10], verstärkte sich die Annahme, dass der WNT- Signalweg auch in die Regulation des 
Glukosemetabolismus involviert sein könnte. Leptin ist maßgeblich an der zentralen Steuerung der 
Glukosehomöostase beteiligt [36;60] und das Fehlen von Leptin war eine mögliche Ursache für die 
verminderte Aktivität dieses Signalweges im ARC von Lep
ob/ob 
-Mäusen. Zusätzlich konnten bereits 
Interaktionen mit dem Schlüsselenzym des WNT- Signalweges, die GSK-3β, in-vitro gezeigt werden 
[38;39]. Daher wurde der Effekt von Leptin auf den hypothalamischen WNT- Signalweg in Lep
ob/ob
- 
Mäusen untersucht. Die Wiederherstellung des Leptinsignals, mittels ip Leptin Applikation, erhöhte 
hierbei die Expression der Zielgene Axin-2 und Cyclin-D1 (Kapitel 4.2 Abb. 2b und c) sowie die 
Anzahl der phospho-LRP-6 immunoreaktiven Zellen (Kapitel 4.2 Abb. 3a) im ARC. Diese Ergebnisse 
zeigen deutlich, dass eine Interaktion zwischen Leptin und dem WNT- Signalweg vorliegt und 
bestätigen darüber hinaus die Funktionalität dieses Signalweges im Hypothalamus. Durch welche 
exakten molekularen Mechanismen die Interaktion von Leptin mit diesem Signalweg vermittelt wird 
bleibt allerdings offen. Denkbar wäre z.B. eine Involvierung der JAK2 des Leptin- Signalweges. 
 
Ist die Interaktion zwischen Leptin und dem WNT- Signalweg physiologisch relevant? 
 
Neben den WNT- Liganden existieren auch WNT- Antagonisten wie z.B. DKK-1. Eine icv Injektion 
dieses Antagonisten verminderte, im Gegensatz zu Leptin, die Anzahl der phospho-LRP-6 
immunoreaktiven Zellen im ARC von normoglykämischen Mäusen (Kapitel 4.2 Abb. 3b). Um zu 
überprüfen, ob die positiven Eigenschaften von Leptin auf die Glukosetoleranz mit dem WNT- 
Signalweg in Verbindung stehen, wurde DKK-1 icv vor einer ip Injektion von Leptin appliziert. 
Überraschenderweise unterdrückte diese Behandlung die positiven Eigenschaften von Leptin auf die 
Glukosetoleranz von Lep
ob/ob
- Mäusen, während die alleinige Injektion von Leptin die Glukosetoleranz 
deutlich verbesserte (Kapitel 4.2 Abb. 3c). Diese Daten lassen vermuten, dass Leptin, in Bezug auf die 
Verbesserung der Glukosetoleranz, zumindest von funktionalen LRP-6 Rezeptoren abhängig ist. Ob 
Leptin noch mit anderen WNT- Signalkomponenten zusammenspielt blieb an dieser Stelle ungeklärt. 
Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, sind unter anderem die, im ARC befindlichen, NPY- Neurone 
maßgeblich an der Steuerung der Energie- und Glukosehomöostase beteiligt [11]. Die katabolen 
Eigenschaften von Leptin sind hierbei von einer Inhibition der orexigenen NPY- Neurone abhängig 
[10], wodurch die Produktion von Glukose in der Leber unterdrückt werden kann [92]. Da Leptin die 
Expression der WNT- Zielgene erhöht und auf der Ebene des Co-Rezeptors LRP-6 agiert wurde 
untersucht, ob Leptin auch in diesen Neuronen mit dem WNT- Signalweg interagiert. Hierbei wurde 
das Schlüsselenzym des WNT- Signalweges (die GSK-3β) analysiert, dessen Phosphorylierung an 
Serin 9 eine Inhibition und damit eine Aktivierung des Signalweges nach sich zieht [52;53;55]. Eine 
Behandlung mit Leptin erhöhte die Anzahl an phospho-GSK-3β (Serin 9) immunoreaktiven Zellen, 
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wobei 70% dieser Zellen ebenfalls NPY- Neurone waren (Kapitel 4.2 Abb. 4c). Diese Daten legen die 
Vermutung nahe, dass Leptin die NPY- Neurone durch eine Aktivierung des WNT- Signalweges 
inhibiert und hierdurch die positiven Eigenschaften von Leptin auf die Glukosetoleranz vermittelt 
werden. Ob Interaktionen von Leptin mit dem WNT- Signalweg auch in POMC- Neuronen 
vorkommen, werden zukünftige Studien zeigen.  
 
Die Daten zeigen deutlich, dass ein funktionaler WNT- Signalweg im Hypothalamus von adulten 
Mäusen vorliegt. Die Aktivität des WNT- Signalwegs war jedoch im ARC von glukoseintoleranten, 
adipösen Lep
ob/ob
- Mäusen stark vermindert und kann im Verlust des endogenen Leptinsignals 
begründet werden. Eine Behandlung mit Leptin konnte diese verminderte Aktivität, durch die 
Inhibition der GSK-3β, wiederherstellen (Abb. 6). Darüber hinaus scheinen die positiven 
Eigenschaften von Leptin auf die Glukosetoleranz von einem intakten WNT- Signalweg abhängig zu 
sein. Daher wurde in der nächsten Studie das Schlüsselenzym dieses Signalweges, die GSK-3β, näher 
untersucht. 
 
Abb. 6: Interaktionen von Leptin mit dem zentralen WNT-Signalweg im ARC. Leptin phosphoryliert und 
aktiviert den Co-Rezeptor LRP-6, wodurch DVL zum Rezeptor rekrutiert wird. Hierdurch wird die GSK-3β 
phosphoryliert und damit inaktiviert. Somit transloziert β-Catenin in den Nucleus und bindet an die 
Transkriptionsfaktoren TCF-7 und LEF, wodurch die Zielgene transkribiert werden. Der Verlust des 
Leptinsignals oder die Anwesenheit des WNT- Antagonisten DKK-1 führt hingegen zu einer verminderten 
Transkription der Zielgene. Gelbe Symbole: positive Wirkung; dunkelrote Symbole: negative Wirkung; ARC: 
Nucleus arcuatus LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein; DVL: Dishevelled; TCF-7: T-cell factor 
-7; LEF: Lymphoid enhancer factor; GSK: Glykogen- Synthase- Kinase; DKK: Dickkopf; Fz: Frizzled; JAK: 
Januskinase; LepR: Leptinrezeptor; APC: Adenomatosis polyposis coli. 
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Die zentrale GSK-3β in der Regulation der Energie- und Glukosehomöostase 
 
Bis heute sind die zentralen Zusammenhänge zwischen der GSK-3β und der hypothalamischen 
Regulation des Glukosehaushaltes ungeklärt. Aus peripheren Studien geht allerding hervor, dass die 
GSK-3β durch Insulinstimulation und der damit einhergehenden Aktivierung der PI3K durch die 
Proteinkinase B an Serin 9 phosphoryliert und dadurch inhibiert wird [52-56]. Darüber hinaus 
verbessert die periphere Inhibition der GSK-3 die Glukosehomöostase in glukoseintoleranten Tieren 
[57-59], jedoch ist weder ein Mechanismus noch das dafür verantwortliche Gewebe bekannt. In 
Kapitel 4.2 konnte gezeigt werden, dass die positiven Eigenschaften von Leptin auf die 
Glukosetoleranz von einem intakten WNT- Signalweg abhängig sind und, dass Leptin in der Lage ist 
die GSK-3β in Neuronen des ARC zu inhibieren. Aufgrund dieser Daten wurde vermutet, dass die 
GSK-3β auch an der zentralen Regulation der Energie- und Glukosehomöostase beteiligt sein könnte. 
Zunächst wurde mittels Immunohistochemie untersucht, ob die Aktivität dieses Enzyms im ARC 
durch genetisch-induzierte- (Lep
ob/ob
- Mäuse) oder diätinduzierte- Adipositas erhöht war. Im Vergleich 
zu den jeweiligen Kontrollen war die Anzahl der phospho- GSK-3β (Serin 9) immunoreaktiven Zellen 
im ARC erniedrigt. Dieses Ergebnis war für beide Mausmodelle gleichermaßen zutreffend (Kapitel 
4.3 Abb. 1a und b) und deutete auf eine erhöhte GSK-3β Aktivität im ARC durch Adipositas hin.  
 
Welche Rolle nimmt die zentrale GSK-3β in der Regulation des Glukosemetabolismus ein? 
 
Die akute Inhibition der zentralen GSK-3β, mittels icv Injektion eines pharmakologischen GSK-3β 
Inhibitors, verbesserte die Glukosetoleranz von Lep
ob/ob
- Mäusen (Kapitel 4.3 Abb. 1c) und lässt auf 
eine bedeutende Funktion der GSK-3β in der Glukosehomöostase schließen. Der zentrale Insulin- 
Signalweg (IRS/PI3K) ist essentiell für die Regulation der Glukosehomöostase [4;6;7;93-95]. Die 
immunohistochemische Analyse ergab, dass die zentrale Inhibition der GSK-3β die Anzahl der 
phospho-IRS-1 (Serin 612) positiven Zellen im ARC verringerte. Gleichzeitig erhöhte diese 
Behandlung die Anzahl der phospho-AKT (Serin 473) immunoreaktiven Zellen in diesem Nucleus 
(Kapitel 4.3 Abb. 2a und b). Die Phosphorylierung von IRS-1 an Serin 612 ist mit einem negativen 
Einfluss auf die PI3K verbunden, die Phosphorylierung von AKT an Serin 473 hingegen wird als 
Marker für eine PI3K Aktivierung angesehen [95]. Die Ergebnisse zeigen daher, dass die positiven 
Effekte der zentralen GSK-3 Inhibition auf die Glukosetoleranz mit einer Verbesserung des 
hypothalamischen IRS/PI3K- Signalweges assoziiert waren. Darüber hinaus deuten die Ergebnisse 
darauf hin, dass diese Effekte von einem intakten IRS/PI3K- Signalweg abhängig sind. Hierbei 
unterdrückte eine zentrale Applikation von spezifischen PI3K Inhibitoren (PIK75 and TGX221) die 
positiven Effekte der zentralen GSK-3 Inhibition auf die Glukosetoleranz von Lepob/ob- Mäusen 
(Kapitel 4.3 Abb. 2c).  
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Werden die positiven Effekte von Leptin auf den Glukosemetabolismus durch eine Inhibition 
der zentralen GSK-3 vermittelt? 
 
Interessanterweise ähneln sich die Effekte einer zentralen Leptin Injektion (vergleiche hierzu Kapitel 
4.1 Abb. 2d und 4a) mit den hier gezeigten Effekten der GSK-3 Inhibition. Beide, zentral 
applizierten, Moleküle verbesserten die Glukosetoleranz von Lep
ob/ob
- Mäusen, verringerten die 
Anzahl der phospho-IRS-1 (Serin 612) immunoreaktiven Zellen im ARC und waren von einem 
intakten zentralen IRS/PI3K- Signalweg abhängig. Zusätzlich konnte in Kapitel 4.2 gezeigt werden, 
dass Leptin in der Lage ist die GSK-3 im ARC zu inhibieren und, dass die positiven Effekte von 
Leptin auf die Glukosetoleranz von einem intakten WNT- Signalweg abhängig sind. Diese Ergebnisse 
führten zu der Annahme, dass die positiven Eigenschaften von Leptin auf die Glukosehomöostase über 
eine Inhibition der GSK-3 vermittelt werden. Des Weiteren verringerte die zentrale Applikation des 
GSK-3 Inhibitors die Futteraufnahme von Lepob/ob- Mäusen innerhalb von 24 Stunden um 15% 
(Kapitel 4.3 Abb. 2d) wie es auch von Leptin bekannt ist [16], wodurch die Hypothese weiter 
bekräftigt wurde. 
 
Generell lässt sich festhalten, dass eine erhöhte GSK-3 Aktivität im ARC von Lepob/ob- Mäusen mit 
einer Glukoseintoleranz und Hyperphagie dieser Tiere assoziiert ist. Eine mögliche Ursache für die 
erhöhte GSK-3 Aktivität könnte, neben dem Fehlen von Leptin, die gesteigerte mRNA Expression 
des WNT- Signalweg- Antagonisten, DKK-1, im ARC von Lep
ob/ob
- Mäusen sein (Kapitel 4.3 Abb. 
2e). Von diesem Antagonisten ist bekannt, dass er die GSK-3 in Neuronen aktiviert [96]. Darüber 
hinaus unterdrückte DKK-1 die positiven Eigenschaften von Leptin auf die Glukosetoleranz von 
Lep
ob/ob
- Mäusen (siehe Kapitel 4.2 Abb. 3c). Eine akute icv Injektion von DKK-1 in 
normoglykämische Mäuse ergab eine deutliche Verschlechterung der Glukosetoleranz (Kapitel 4.3 
Abb. 2f), die mit dem glukoseintoleranten Phänotyp von Lep
ob/ob
- Mäusen vergleichbar war. Diese 
Daten bestätigen die Hypothese, dass die zentrale Regulation der Glukosehomöostase von einem 
intakten WNT- Signalweg abhängig ist und, dass die positiven Eigenschaften von Leptin auf die 
Glukosehomöostase über eine Inhibition der GSK-3 vermittelt werden. 
 
Welchen Einfluss hat eine erhöhte GSK-3 Aktivität im ARC auf die Energie- und 
Glukosehomöostase? 
 
Eine zentrale Inhibition der GSK-3 verbesserte die Glukosehomöostase von leptindefizienten 
Mäusen, jedoch konnte nicht geklärt werden, welche neuroanatomischen Nuclei für die beobachteten 
Effekte verantwortlich sind. Durch die icv Injektionen in den dritten Ventrikel gelangen die injizierten 
Substanzen unter anderem zum Hypothalamus. Neben dem ARC können jedoch auch weitere 
hypothalamische Nuclei, wie z.B. der VMH oder der PVN, von den icv Injektionen betroffen sein. Da 
diese Nuclei ebenfalls in die Regulation der zentralen Energie- und Glukosehomöostase involviert sind 
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[10], ist nicht eindeutig, ob noch andere hypothalamischen Kernregionen für die beobachteten Effekte 
verantwortlich waren. Um den Einfluss der GSK-3 in Neuronen des ARC zu untersuchen, wurde ein 
virales Konstrukt generiert und die GSK-3 mit Hilfe eines Adenoassoziierten Virus 2 (AAV2) 
überexprimiert. Um die Überexpression auf Neurone zu beschränken, wurde der virale Vektor unter 
die Kontrolle eines Synapsin-1 Promotors gestellt (Kapitel 4.3 Abb. 3a-e). Durch intraparenchymale 
Injektionen wurden je 4*10
10
 Vektorgenome bilateral in den ARC von normoglykämischen Mäusen 
injiziert und mittels in-situ Hybridisierung verifiziert (Kapitel 4.3 Abb. 3f). Der virale Kontrollvektor 
enthielt dabei „enhanced green fluorescent protein“ (EGFP). Auf Standardfutter induzierte die 
Überexpression von GSK-3 im ARC nur einen leichten Anstieg des Körpergewichtes (Kapitel 4.3 
Abb. 4a), jedoch ergab sich bereits an Tag 58 eine signifikante Verschlechterung der Glukosetoleranz 
(Kapitel 4.3 Abb.4b). Nach 78 Tagen wurden beide Gruppen mit einer hochkalorischen Diät (HFD) 
gefüttert. Innerhalb von nur zwei Tagen erhöhte sich das Körpergewicht der AAV2-GSK-3 Mäuse 
signifikant im Vergleich zu den AAV2-EGFP Mäusen. In den folgenden 18 Tagen erreichten die 
AAV2-GSK-3 Mäuse ein 17% höheres Körpergewicht als die Kontrollmäuse (Kapitel 4.3 Abb. 4a). 
Der anschließende ip Glukosetoleranztest (GTT) zeigte eine deutliche Verschlechterung der 
Glukosetoleranz der AAV2-GSK-3 Mäuse im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kapitel 4.3 Abb. 4b). 
Darüber hinaus ergab die „dual energy X-ray absorptiometry“ (DEXA) -Analyse eine deutliche 
Reduktion der relativen fettfreien Masse und eine Zunahme des Fettgewebes in den AAV2-GSK-3 
Mäuse auf der HFD, hingegen keine Unterschiede auf der Standard-Diät zu verzeichnen waren 
(Kapitel 4.3 Abb. 4c). Eine Erklärung für die Körpergewichtsunterschiede lieferte die erhöhte 
kumulative Futteraufnahme der AAV2-GSK-3 Mäuse im Vergleich den entsprechenden Kontrollen 
(Kapitel 4.3 Abb. 4d), während keine Unterschiede im Energieverbrauch der Gruppen auftraten 
(Kapitel 4.3 Abb. 4e). Der Respiratorische Quotient (RQ), als ein Indikator der Substratverwertung, 
war jedoch in AAV2-GSK-3 Mäusen auf beiden Diäten reduziert (Kapitel 4.3 Abb. 4f). Dieses 
Ergebnis lässt, zusätzlich zur erhöhten Futteraufnahme auf der HFD, eine gesteigerte Verwertung von 
Fetten bei den AAV2-GSK-3 Mäusen vermuten, die zu einer vermehrten Energieaufnahme führte. 
Die gezeigten Ergebnisse liefern klare Anzeichen, dass eine erhöhte Aktivität der GSK-3 im ARC 
mit einer gestörten Regulation der Energie- und Glukosehomöostase einhergeht. Die Diskrepanz, dass 
die neuronale Überexpression der GSK-3 im ARC keine oder nur sehr leichte Effekte auf der 
Standard-Diät nach sich zog, ist möglicherweise durch die hochkonservierte Funktion der GSK-3 zu 
erklären. Da dieses Enzym an einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt ist, wäre es denkbar, 
dass verschiedene Kompensationsmechanismen aktiviert werden, um der Enzymaktivität 
entgegenzuwirken. Die Fütterung einer HFD geht allerdings auch mit einer Aktivierung pro-
inflammatorischer Signalwege im MBH einher, unter anderem der JNK- Signalweg [63]. Die 
hypothalamische Aktivität dieser Kinase ist mit Adipositas assoziiert [83], und es konnte gezeigt 
werden, dass sie die GSK-3 in-vitro aktiviert [97], wodurch mögliche Kompensationsmechanismen 
außer Kraft gesetzt werden könnten.  
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Die erhöhte SOCS3 Expression der AAV2-GSK-3 Mäuse im ARC im Vergleich zu den 
Kontrollmäusen auf der HFD (Kapitel 4.3 Abb. 4g), lässt vermuten, dass die Überexpression der GSK-
3 auch in die Expression von SOCS3 involviert ist, welches die Leptin- und Insulinsignalkaskaden 
beeinträchtigt [27;98]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die aktive GSK-3 pro-
inflammatorische Antworten induzieren kann [66]. Diese Befunde lassen auf eine erhöhte 
Inflammation und eine verstärkte Leptinresistenz durch die Überexpression von GSK-3 schließen. 
Da die Leptinresistenz möglicherweise der Schlüssel zum Verständnis und der Prävention von der 
Entstehung von Diabetes mellitus Typ II ist, könnte eine Inhibition der zentralen GSK-3 demnach 
einen großen Stellenwert in der Behandlung dieser metabolischen Störung einnehmen.  
 
Durch welche Mechanismen beeinflusst die zentrale GSK-3 den peripheren 
Glukosemetabolismus? 
 
Trotz der Beeinträchtigung der Energie- und Glukosehomöostase durch die zentrale GSK-3 
Überexpression während einer HFD, konnten nur eine leichte Veränderung der Serum-
Insulinkonzentration festgestellt werden (Kapitel 4.3 Abb. 4h). Eine erhöhte Insulinsekretion ist mit 
einer verringerten Sensitivität gegenüber diesem Hormon assoziiert [30;31]. Die hypothalamische 
Insulin- und Leptinsignaltransduktion ist jedoch auch mit einer Inhibition der Glukoseproduktion der 
Leber assoziiert [6;7], welche über den Nervus vagus vermittelt wird [99]. Um zu überprüfen, ob die 
zentrale GSK-3 Aktivität an der Glukoseproduktion der Leber beteiligt ist, wurde ein 
Pyruvattoleranztest (PTT) durchgeführt. Pyruvat ist ein Substrat der Glukoneogenese und eine erhöhte 
Umwandlung von Pyruvat zu Glukose reflektiert somit die Glukoseproduktion der Leber. Die zentrale 
Inhibition der GSK-3, mittels icv Injektion eines GSK-3 Inhibitors, führte zu einer verminderten 
Umwandlung von Pyruvat zu Glukose in Lep
ob/ob
- Mäusen (Kapitel 4.3 Abb. 5a). Darüber hinaus 
ergab die gleiche Behandlung, dass die Proteinmenge der Phosphoenolpyruvat- Carboxykinase in der 
Leber von Lep
ob/ob
- Mäusen im Vergleich zu den Kontrollen erniedrigt war (Kapitel 4.3 Abb. 5b) und 
wird durch Daten aus in-vitro Untersuchungen unterstützt [100]. Dieses Enzym ist der 
geschwindigkeitsbestimmende Faktor der Glukoneogenese und daher geht eine Reduktion dieses 
Enzyms mit einer verminderten Umwandlung von Pyruvat zu Glukose einher. Die erlangten 
Ergebnisse bekräftigen die Hypothese, dass eine erhöhte zentrale GSK-3 Aktivität an einem erhöhten 
Blutzuckerspiegel beteiligt ist und auf eine erhöhte Glukoseproduktion der Leber zurückgeführt 
werden kann. Ein Phänomen, dass auch durch eine Inhibition der hypothalamischen PI3K auftritt [6] 
und bei diabetischen Tieren und Menschen zu beobachten ist [101;102]. 
Die periphere Applikation von GSK-3β Inhibitoren wurde, in Bezug auf Diabetes mellitus Typ II, 
bereits in verschiedenen Tiermodellen erfolgreich getestet [103-106], jedoch waren die molekularen 
Mechanismen oder das verantwortliche Organ bisher unbekannt. Durch die hier gezeigten 
Untersuchungen können diese positiven Befunde nun besser verstanden werden. 
3. Zusammenfassung                                                                   3.4 Ergebnisse und Diskussion 
 
36 
In diesem Kapitel lässt sich nun in einem Modell festhalten (siehe dazu Abb. 7), dass Leptin die GSK-
3β in Neuronen des ARC, durch eine Aktivierung des Co-Rezeptors LRP-6, inhibiert. Eine zentrale 
Inhibition dieses Enzyms geht mit einer Stabilisierung des IRS-1 und einer Aktivierung der 
Proteinkinase B (AKT) einher. Von dieser ist bekannt, dass sie wiederum eine inhibitorische Wirkung 
auf die GSK-3β besitzt [54], wodurch eine positive Rückkopplungsschleife entsteht. Dieser aktive 
zentrale IRS/PI3K- Signalweg verbessert die Glukosetoleranz und verringert die Nahrungsaufnahme 
von Lep
ob/ob
- Mäusen. Eine erhöhte GSK-3β Aktivität im ARC hingegen ist mit Adipositas assoziiert, 
erhöht die Nahrungsaufnahme und führt zu Regulationsstörungen der Energie- und 
Glukosehomöostase, welche vermutlich auf eine verringerte Leptinsensitivität zurückzuführen sind. 
Somit unterstreichen diese Ergebnisse den übergeordneten Einfluss des ZNS in der Regulation des 
Energie- und Glukosemetabolismus. 
Die Ursachen für eine erhöhte Aktivität der hypothalamischen GSK-3β bei Adipositas sind allerdings 
unklar. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Leptin seine katabolen Eigenschaften durch dieses 
Enzym vermittelt. Daher wäre es denkbar, dass bei Adipositas und der damit assoziierten 
Leptinresistenz [107], Leptin nicht länger in der Lage ist die GSK-3β zu inhibieren, wodurch sich die 
negativen Eigenschaften der Leptinresistenz äußern. Eine andere Möglichkeit wäre die, bei Adipositas 
auftretende, zentrale Inflammation [83]. Hierbei wurde z.B. von der JNK gezeigt, dass sie in der Lage 
ist die GSK-3β in-vitro zu aktivieren [97], was demnach die Ursache der Leptinresistenz sein könnte, 
wodurch die Störung des Energie- und Glukosemetabolismus hervorgerufen wird.  
 





Abb. 7: Leptin, Insulin und der WNT- Signalweg im ARC. In normoglykämischen und leptinsensitiven 
Tieren phosphoryliert Leptin den Co-Rezeptor LRP-6, wodurch die GSK-3β inaktiviert wird. Somit ist Insulin in 
der Lage den IRS/PI3K- Signalweg zu aktivieren und die Glukoseproduktion der Leber zu reduzieren, wodurch 
die Glukosehomöostase gesteuert wird. Eine erhöhte Phosphorylierung von AKT führt wiederum zu einer 
weiteren Inhibition der GSK-3β [54], wodurch ein positiver feedback entsteht. Durch eine Leptinresistenz oder 
die Anwesenheit WNT- Antagonisten DKK-1 ist Leptin nicht länger in der Lage LRP-6 zu phosphorylieren, was 
in einer aktiven GSK-3β resultiert. Diese wiederum inaktiviert IRS und es manifestiert sich eine 
Glukoseintoleranz. Gelbe Symbole: positive Wirkung: dunkelrote Symbole: negative Wirkung. LRP: low-
density lipoprotein receptor-related protein; GSK-3β: Glykogen-Synthase-Kinase-3β; IRS: 
Insulinrezeptorsubstrat; PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase; DKK: Dickkopf; FzR: Frizzledrezeptor; LepR: 
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3.4.2 Der Einfluss der hypothalamische Inflammation auf die Energie- und 
Glukosehomöostase 
 
Der hypothalamische JNK- Signalweg in der Regulation des 
Glukosemetabolismus 
 
Im Jahre 2005 konnte erstmals gezeigt werden, dass eine erhöhte JNK-Aktivität im Hypothalamus mit 
Adipositas assoziiert ist [83]. In den nächsten Jahren etablierte sich ein Modell der hypothalamischen 
Inflammation, welches mit einer verminderten Insulin- und Leptinsignaltransduktion im MBH in 
Verbindung gebracht wird [63-65]. Hierbei scheint, neben dem IKKβ / NF-κB- Signalweg, der JNK- 
Signalweg eine äußerst tragende Rolle zu spielen [63;83;84;90]. Es konnte gezeigt werden, dass ein 
neuronaler knockout von JNK-1 vor diätinduzierter Adipositas schützt [84;85], wodurch wiederum die 
übergeordnete Rolle des ZNS in der Regulation des Energie- und Glukosemetabolismus herausgestellt 
wurde. Die beschriebenen Studien lieferten aber keine Untersuchungen über die zentralen molekularen 
Mechanismen, ob und wie JNK mit dem Insulin- Signalweg interagiert und welche hypothalamischen 
Nuclei von einer erhöhten JNK-Aktivität betroffen sind. Daher wurde die neuroanatomische JNK-
Aktivität untersucht und der Einfluss der zentralen JNK auf die Regulation der peripheren 
Glukosehomöostase analysiert. 
 
Welche hypothalamischen Nuclei sind durch Adipositas von einer erhöhten JNK Aktivität 
betroffen? 
 
Die Anzahl von phospho-JNK (Threonin 183 und Thyrosin 185) immunoreaktiven Zellen im ARC 
und VMH war in zwei verschiedenen Modellen von glukoseintoleranten Mäusen stark erhöht, wobei 
die untersuchten Phosphorylierungsstellen mit einer erhöhten Aktivität der Kinase assoziiert sind 
(Kapitel 4.4 Abb. 1). Zum einen wurden Lep
ob/ob
- Mäuse untersucht, die durch das Fehlen von Leptin 
und eine hohe Leptinsensitivität gekennzeichnet sind. Zum anderen wurden Mäuse analysiert, die eine 
diätinduzierte Adipositas aufwiesen (Leptinresistenz und hohe Serum- Leptinspiegel). Die erhobenen 
Daten lassen vermuten, dass die JNK-Aktivität im ARC und VMH, welche ebenfalls in die Regulation 
der zentralen Energie- und Glukosehomöostase involviert sind [10], erhöht war. Hierbei waren die 
beobachteten Effekte unabhängig von endogenen Leptinspiegeln, wodurch ausgeschlossen werden 
konnte, dass Leptin in die Aktivierung der JNK involviert ist. Daher konnte der adipöse Phänotyp und 
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Ist die zentrale JNK an der Störung der Glukosehomöostase durch Adipositas beteiligt? 
 
Aus der Peripherie ist bekannt, dass die JNK IRS-1 phosphoryliert und somit die Weiterleitung des 
Insulinsignals vermindert [75;79-82]. Diese Ergebnisse konnten in einer hypothalamischen Zelllinie, 
durch Behandlung mit einem pharmakologischen JNK- Inhibitor (SP600125), verifiziert werden. 
Hierbei ergab die JNK- Inhibition eine deutliche Reduktion der phospho-IRS-1 (Serin 612) -
Proteinmenge (Kapitel 4.4 Abb. 2). Somit wurde die Hypothese bekräftigt, dass eine zentrale 
Inhibition der JNK den hypothalamischen IRS/PI3K- Signalweg und somit möglicherweise die 
Glukosetoleranz verbessern könnte. In der Tat, eine akute icv Injektion des JNK- Inhibitors (2 nmol 
oder 5 nmol) steigerte dosisabhängig die Glukosetoleranz von Lep
ob/ob
- Mäusen im Vergleich zu den 
Kontrollmäusen (Kapitel 4.4 Abb. 3a und b). Darüber hinaus verbesserte die höhere Dosis (5 nmol) 
ebenfalls die Glukosetoleranz von Mäusen, die eine diätinduzierte Adipositas aufwiesen (Kapitel 4.4 
Abb. 3c). Jedoch waren immer noch signifikante Unterschiede zwischen den behandelten adipösen 
Mäusen und der normalgewichtigen Kontrollgruppe, die mit keiner hochkalorischen Diät gefüttert 
wurden, zu verzeichnen. Ob die verwendete Konzentration des JNK- Inhibitors nicht ausreichend war, 
oder ob andere pro-inflammatorische Signalwege, wie z.B. der IKKβ / NF-κB- Signalweg, ebenso eine 
große Rolle spielen, bleibt ungewiss. Die erlangten Daten werden durch die Ergebnisse der neuronalen 
JNK-1 knockout Studie unterstützt [84;85] und lieferten sogar deutlich größere Effekte auf die 
Glukosetoleranz. Ursachen hierfür könnten bei dem hier verwendete JNK- Inhibitor liegen. Im 
Gegensatz zur der knockout Studie von JNK-1 inhibierte der hier verwendete JNK- Inhibitor alle 3 
JNK- Isoformen gleichermaßen, wodurch die Vermutung nahe liegt, dass die anderen zwei Isoformen 
ebenfalls in die zentrale Regulation der Glukosehomöostase involviert sind. 
 
Welche molekularen Mechanismen sind für die beobachteten Effekte verantwortlich? 
 
Die akuten Effekte der JNK- Inhibition auf die Glukosetoleranz (innerhalb von 30 Minuten) können 
nicht durch transkriptionale Veränderungen der JNK- Zielgene hervorgerufen werden. Viel plausibler 
sind an dieser Stelle posttranslationale Modifikationen oder auch Veränderungen der neuronalen 
Aktivität, wie sie z.B. durch eine sympathische Innervation gewährleistet werden könnte [108]. Es 
konnte gezeigt werden, dass sehr hohe Konzentrationen (46 µmol / Tag) des verwendeten JNK- 
Inhibitors den Insulin- Signalweg in Homogenaten von Rattenhypothalami verbesserte [83]. Ob diese 
Veränderungen auch in den, für die zentralen Regulation der Glukosehomöostase, wichtigen Nuclei 
stattfinden wurde jedoch nicht untersucht. Die Analyse ergab, dass eine akute Inhibition des zentralen 
JNK- Signalweges mit einer verringerten Anzahl der phospho-IRS-1 (Serin 612) immunoreaktiven 
Zellen im ARC und VMH von Lep
ob/ob
- Mäusen einhergeht (Kapitel 4.4 Abb. 4a) und bestätigt die 
Daten aus der hypothalamischen Ziellinie (Kapitel 4.4 Abb. 2). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
dass die gleiche Behandlung die Anzahl der phospho-AKT (Serin 473) immunoreaktiven Zellen in 
beiden Nuclei im Vergleich zu den Kontrollmäusen erhöhte (Kapitel 4.4 Abb. 4b), was auf eine 
verstärkte Aktivierung des IRS/PI3K- Signalweg schließen lässt und dadurch die positiven Effekte der 
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zentralen JNK- Inhibition auf den Glukosehaushalt erklären. Ob die JNK direkt in diesen Signalweg 
eingreift oder ob noch andere Faktoren in diese Regulation involviert sind, werden zukünftige Studien 
zeigen. 
Interessanterweise waren diese Ergebnisse im ARC mit der Inhibition der GSK-3β, in Bezug auf die 
verstärkte Aktivierung des IRS/PI3K- Signalweges, vergleichbar (siehe Kapitel 4.3 Abb. 2a und b). 
Daher wurde der Effekt auf die GSK-3β nach zentraler JNK- Inhibition untersucht. Die Analyse ergab 
dass die Anzahl der phospho-GSK-3β (Serin 9) immunoreaktiven Zellen im ARC und VMH von 
Lep
ob/ob
- Mäusen durch die Applikation des JNK- Inhibitors deutlich reduziert war (Kapitel 4.4 Abb. 
4c). Da auch in-vitro gezeigt werden konnte, dass die JNK in der Lage ist die GSK-3β zu aktivieren 
[97], deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die beobachteten Effekte der zentralen JNK- Inhibition 
auf eine zentrale Inhibition der GSK-3β zurückzuführen sind. Ob diese Inhibition eine direkte oder 
indirekte Konsequenz der JNK- Inhibition ist bleibt allerdings offen. Bekräftigend kommt hinzu, dass 
eine zentrale Inhibition der JNK die Futteraufnahme von Ratten reduziert [83], wie es auch durch die 
zentrale Inhibition der GSK-3β in Lepob/ob- Mäusen gezeigt werden konnte (siehe Kapitel 4.3 Abb. 2d). 
 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die JNK-Aktivität im ARC und VMH, zwei wichtige 
Nuclei für die Regulation der Glukosehomöostase, in zwei verschiedenen Modellen von Adipositas 
erhöht war. Diese erhöhte JNK-Aktivität scheint dabei unabhängig von endogenem Leptin (Lep
ob/ob
- 
Mäuse) oder einer Hyperleptinämie (durch Fütterung einer HFD) zu sein. Eine akute Inhibition des 
zentralen JNK- Signalweges verbesserte die Glukoseintoleranz von beiden untersuchten 
Mausmodellen und war mit einer Verbesserung des zentralen Insulin- Signalweges assoziiert. Die 
Daten legen nahe, dass diese positiven Effekte auf eine zentrale Inhibition der GSK-3β 
zurückzuführen sind (siehe dazu Abb. 8). Da die zentrale Applikation des JNK- Inhibitors jedoch 
keine Normalisierung der Glukosetoleranz der HFD Mäuse ergab, lässt sich nicht ausschließen, dass 
auch andere inflammatorische Signalwege, wie z.B. der IKKβ / NF-κB- Signalweg, in diese 
metabolische Störung involviert sind. 
 




Abb. 8: Modell der hypothalamische JNK in der Regulation des Glukosemetabolismus. Zum einen 
aktivieren gesättigte Fettsäuren, wie sie in vielen hochkalorischen Diäten vorzufinden sind, den TLR-4 Rezeptor. 
Zum anderen kommt es, bedingt durch Adipositas, zu einer erhöhten Sekretion von Zytokinen aus dem 
Fettgewebe. Beide Ereignisse führen zu einer vermehrten Aktivierung der jeweiligen Rezeptoren im ZNS, 
wodurch die JNK aktiviert wird, was eine Aktivierung der GSK-3β zur Folge hat. Diese wiederum inaktiviert 
IRS und es manifestiert sich eine Glukoseintoleranz. Gelbe Symbole: positive Wirkung; dunkelrote Symbole: 
negative Wirkung; Gestrichelte Pfeile: indirekter oder unbekannter Mechanismus; TLR-4: Toll-like-Rezeptor-4; 
ZNS: Zentrales Nervensystem; JNK: c-Jun N-terminale Kinase; GSK-3β: Glykogen-Synthase-Kinase-3β; IRS: 
Insulinrezeptorsubstrat; PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase; LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein; 
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Der zentrale IKKβ / NF-κB- Signalweg in der Regulation der Energie- und 
Glukosehomöostase 
 
Neben dem JNK- Signalweg spielt der IKKβ / NF-κB- Signalweg ebenfalls eine große Rolle in der 
Immunantwort [86]. Eine Erhöhung der hypothalamischen Aktivität dieses Signalweges ist sowohl mit 
einer diätinduzierten Adipositas [83] als auch mit dem Fehlen von Leptin assoziiert [109] und wird mit 
einer zentralen Leptin- und Insulinresistenz in Verbindung gebracht [83;88-90]. In den letzten Jahren 
konnte darüber hinaus die GSK-3β als Regulator von inflammatorischen Prozessen identifiziert 
werden [62]. Neben den zirkulierenden Zytokinen scheint auch die aktive GSK-3β eine Immunantwort 
über den IKKβ / NF-κB- Signalweg auslösen zu können [110-113], wohingegen eine Inhibition der 
GSK-3β eine inflammatorische Antwort unterdrückt [66;67;114]. In Kapitel 4.3 konnte gezeigt 
werden, dass eine neuronale Überexpression von GSK-3β im ARC zu einer Regulationsstörung der 
Energie- und Glukosehomöostase führte, die somit möglicherweise auch auf eine Erhöhung des IKKβ 
/ NF-κB- Signalweges zurückzuführen ist. Daher wurde der Einfluss des zentralen IKKβ / NF-κB- 
Signalweges auf die Energie- und Glukosehomöostase von wildtyp- und Lep
ob/ob
- Mäusen analysiert.  
 
Welche Auswirkungen hat eine zentrale Inhibition des IKKβ / NF-κB- Signalwege auf den 
Glukosemetabolismus von glukoseintoleranten Mäusen? 
 
In einem ersten Versuchsansatz wurde der IKKβ / NF-κB- Signalweg, durch eine orale Verabreichung 
von Butein, in glukoseintoleranten Lep
ob/ob
- Mäusen, inhibiert. Das Flavonoid Butein zählt zu den 
sekundären Pflanzeninhaltsstoffen und wird aus dem Lackbaum (Rhus verniciflua) gewonnen. Es ist in 
der traditionellen chinesischen Medizin weit verbreitet und inhibiert den IKKβ / NF-κB- Signalweg, 
durch eine direkte Inhibition der hauptverantwortlichen Kinase IKKβ [109]. Die akute orale 
Applikation einer 8 mg/kg Körpergewicht verabreichten Buteinlösung verbesserte die Glukosetoleranz 
von Lep
ob/ob
- Mäusen im Vergleich zu den Kontrollmäusen. Die Verabreichung von niedrigeren 
Konzentrationen konnte zwar die Glukosetoleranz nicht signifikant verbessern, induzierte jedoch eine 
dosisabhängige Steigerung der Glukosetoleranz (Kapitel 4.5 Abb. 1a). Da die Verbesserung auch 
durch eine akute icv Injektion von Butein hervorgerufen wurde, zeigte sich, dass die beobachteten 
Effekte auf die Glukosetoleranz über einen zentralen Mechanismus vermittelt wurden (Kapitel 4.5 
Abb. 1b). Die akute icv Injektion von Butein (innerhalb von 30 Minuten), legt nahe, dass die 
Verbesserung der Glukosetoleranz nicht von einer Transkription von NF-κB Zielgenen abhängig ist. 
Auch hier waren posttranskriptionale Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierungen beteiligter 
Proteine oder Veränderungen auf neuronaler Ebene viel wahrscheinlicher. Wie schon in den 
vorherigen Studien wurde der IRS/PI3K- Signalweg analysiert. Eine akute icv Injektion von Butein 
erhöhte die Anzahl der phospho-AKT (Serin 473) immunoreaktiven Zellen im ARC von Lep
ob/ob
- 
Mäusen im Vergleich zu den Kontrollmäusen (Kapitel 4.5 Abb. 1c). Dieser Befund gibt Grund zu der 
Annahme, dass Butein die Glukosetoleranz durch eine verstärkte Aktivierung des IRS/PI3K- 
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Signalweges verbessert und wird durch eine Studie von Gao et. al. unterstützt, bei welcher IKKβ die 
Weiterleitung des Insulinsignals durch eine direkte negative Phosphorylierung des IRS-1 minderte 
[115]. Darüber hinaus verbesserte die icv Applikation von Butein die Glukosetoleranz von Mäusen, 
die eine diätinduzierte Adipositas aufwiesen, wodurch die beobachteten Effekte nicht auf den Genotyp 
der Lep
ob/ob
- Mäuse begrenzt waren (Kapitel 4.5 Abb. 1d). Von Butein wurde jedoch auch gezeigt, 
dass es mit anderen Proteinen interagieren kann. Daher ist nicht eindeutig, ob die Verbesserung der 
Glukosetoleranz alleine auf der Inhibition der IKKβ beruht. So konnte z.B. gezeigt werden, dass 
Butein Sirtiun-1 aktiviert [116]. Von diesem ist bekannt, dass es einen großen Einfluss auf den 
Energie und Glukosemetabolismus im Hypothalamus besitzt [117]. 
 
Wirkt eine chronische Inhibition des IKKβ / NF-κB- Signalweges im ARC einer 
diätinduzierten Adipositas entgegen? 
 
Die icv Injektionen von Butein hatten keine Aussage, ob neben dem ARC noch weitere 
neuroanatomischen Nuclei für die beobachteten Effekte verantwortlich sind. Hypothalamische Nuclei 
wie z.B. der VMH oder der PVN könnten, durch ihre Nähe zum dritten Ventrikel, ebenfalls von der 
Butein Applikation betroffen sein. Um den exakten und dauerhaften Einfluss des NF-κB- Signalweges 
auf die Energie und Glukosehomöostase in Neuronen des ARC zu entschlüsseln, wurde ein virales 
Konstrukt generiert. Hierfür wurde das inhibitorische Protein von NF-κB, IκBα, mit Hilfe eines AAV2 
überexprimiert. Zusätzlich wurden die Aminosäuren Serin 32 und Serin 36 von IκBα gegen Alanin 
ausgetauscht, wodurch das sogenannte IκBα- Mutant (mt) nicht mehr durch IKKβ phosphoryliert und 
damit abgebaut werden konnte. Hierdurch wurde sichergestellt, dass NF-κB im Zytoplasma verblieb 
und keine inflammatorische Antwort durch diesen Signalweg induziert werden konnte. Wie auch in 
Kapitel 4.3 wurde die Überexpression durch den Einsatz des Synapsin-1 Promotors auf Neurone 
beschränkt. Auch hier wurden je 4*10
10
 Vektorgenome von entweder AAV2-IκBα-mt oder AAV2-
EGFP bilateral in den ARC von wildtyp- Mäusen injiziert und am Ende der Studie mittels in-situ 
Hybridisierung verifiziert (Kapitel 4.5 suppl. Fig. Abb. 1c). Die neuronale Überexpression von IκBα-
mt im ARC verminderte die Gewichtszunahme der Mäuse auf der HFD im Vergleich zu den HFD- 
Kontrollmäusen. Nach 17 Tagen auf der HFD erreichten die AAV2-IκBα-mt Mäuse einen 
Gewichtsunterschied von 10%, der bis zum Ende der Studie (Tag 50) erhalten blieb (Kapitel 4.5 Abb. 
2a). Diese Daten werden von eine Studie von Zhang et al. unterstützt, in welcher ein neuronaler 
knockout von IKKβ ebenfalls vor diätinduzierter Adipositas schützte und die Glukosetoleranz 
verbesserte [90]. Wir konnten zeigen, dass sich die verminderte Gewichtszunahme in einem 
reduzierten Anteil der Fettmasse im Vergleich zu den Kontrollmäusen äußerte (Kapitel 4.5 Abb. 2b). 
Zusätzlich verringerte die neuronale Überexpression von IκBα-mt im ARC die basalen 
Blutglukosewerte (Kapitel 4.5 Abb. 3a) und verbesserte die Glukosetoleranz (Kapitel 4.5 Abb. 3b) im 
Vergleich zu den Kontrollmäusen. Die Erhöhung der Insulinsensitivität der AAV2-IκBα-mt Mäuse im 
Vergleich zu den AAV2-EGFP Mäusen ist jedoch, da die relative Aufnahme von Glukose in die 
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Zellen unverändert blieb, auf die unterschiedlichen basalen Blutglukosespiegel zurückzuführen 
(Kapitel 4.5 Abb. 3c). Um die Ursache des reduzierten Körpergewichtes der AAV2-IκBα-mt Mäuse zu 
entschlüsseln wurden metabolische Messungen mittels indirekter Kalorimetrie durchgeführt. Die 
Sauerstoffaufnahme und der Energieverbrauch der AAV2-IκBα-mt Mäuse war im Vergleich zu den 
AAV2-EGFP Mäusen erhöht, der RQ und die Futteraufnahme war jedoch vergleichbar (Kapitel 4.5 
Abb. 4). Die beobachtete Körpergewichtsreduktion war demzufolge nicht auf eine Veränderung der 
Substratverwertung oder Futteraufnahme zurückzuführen, sondern basierte auf eine Erhöhung der 
basalen Stoffwechselrate. Da keine Unterschiede im maximalen Sauerstoffverbrauch detektiert werden 
konnte, war auszuschließen, dass die beobachteten Effekte auf den Energiemetabolismus durch eine 
erhöhte physische Aktivität der Tiere hervorgerufen wurden (Abb. 4g).  
 
Wird die Leptinsensitivität durch den IKKβ / NF-κB- Signalwege beeinflusst? 
 
Die neuronale Überexpression von IκBα-mt im ARC führte in der gleichen Region zu einer 
verminderten Expression der SOCS3- mRNA im Vergleich zu den AAV2-EGFP Mäusen auf der HFD 
(Kapitel 4.5 Abb. 5). Dies führte zu der Annahme, dass der IKKβ / NF-κB- Signalwege im ARC an 
der Regulation der Leptinsensitivität beteiligt ist und, dass eine Inhibition dieses Signalweges die 
Leptinsensitivität steigert. Unterstützt wird diese Hypothese von einer in-vitro Studie, in der gezeigt 
werden konnte, dass SOCS3 ein Zielgen des IKKβ / NF-κB- Signalweges ist [90]. Darüber hinaus ist 
bekannt, dass Leptin die Sauerstoffaufnahme und den Energieverbrauch erhöht [118], was in dieser 
Studie ebenfalls gezeigt werden konnte. Diese Daten untermauern die Hypothese, dass der IKKβ / NF-
κB- Signalweg in die Entstehung der zentralen Leptinresistenz involviert ist und, dass die 
beobachteten Effekte der Überexpression von IκBα-mt auf die Energie- und Glukosehomöostase durch 
eine erhöhte Leptinsensitivität vermittelt wurden. 
Interessanterweise führte die neuronale Überexpression von GSK-3β im ARC zu einer Erhöhung der 
SOCS3- mRNA Expression (vergleiche Kapitel 4.3). Zusätzlich konnte in-vitro gezeigt werden, dass 
die GSK-3β den IKKβ / NF-κB- Signalweg aktiviert [110-113]. Daher wird vermutet, dass die GSK-
3β ein zentralen Regulator der hypothalamischen Inflammation und somit auch der zentralen 
Leptinsensitivität darstellt. 
 
Grundsätzlich lässt sich hier festhalten, dass das Flavonoid Butein die Glukosetoleranz verbessert. 
Diese ist unabhängig davon, ob die Glukoseintoleranz durch das Fehlen von Leptin oder durch eine 
diätinduzierte Adipositas hervorgerufen wurde und ist auf eine Sensitivierung des hypothalamischen 
Insulin- Signalweges zurückzuführen. Die neuronale Überexpression von IκBα-mt im ARC 
verminderte die Zunahme des Körpergewichtes und der Körperfettmasse und verbesserte den 
Glukosemetabolismus von Mäusen auf einer HFD. Darüber hinaus erhöhte die Inhibition des IKKβ / 
NF-κB- Signalweges im ARC die Sauerstoffaufnahme, den Energieverbrauch und die basale 
metabolische Rate, was durch die erhöhte Leptinsensitivität erklärt werden kann (siehe dazu Abb. 9).  
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Interessanterweise inhibieren Salicylate, wie sie z.B. auch in Aspirin enthalten sind, den IKKβ / NF-
κB- Signalweg [119-121] und verbessern den Glukosemetabolismus von Diabetes mellitus Typ II- 
Patienten [122-124]. Zum einen fehlen jedoch noch Langzeitstudien und zum anderen werden für 
diese systemischen Behandlungen hohe Konzentrationen benötigt, die das Risiko für Nebenwirkungen 
deutlich erhöhen. Daher ist es unabdingbar, die Rolle des Gehirns bei der Entstehung von Diabetes 




Abb. 9: Modell des IKKβ / NF-κB- Signalweges in der Regulation der Energie und Glukosehomöostase im 
ARC. Das erhöhte Aufkommen von zirkulierenden Zytokinen und gesättigten Fettsäuren durch Adipositas führt 
zu der Aktivierung der jeweiligen Rezeptoren im ZNS. Dadurch kommt es zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB, wodurch die Transkription von weiteren Zytokinen und SOCS3 induziert wird. 
SOCS3 wiederum inhibiert den Leptin- Signalweg, wodurch die Inaktivierung der zentralen GSK-3β ausbleibt 
und der hypothalamische Insulin- Signalweg beeinträchtigt wird. Eine Inhibition des IKKβ / NF-κB durch das 
Flavonoid Butein wirkt dieser Störung entgegen, was eine Verbesserung der Glukosehomöostase nach sich zieht. 
Gelbe Symbole: positive Wirkung; dunkelrote Symbole: negative Wirkung; Gestrichelte Pfeile: indirekter oder 
unbekannter Mechanismus; TLR-4: Toll-like-Rezeptor-4; ZNS: Zentrales Nervensystem; GSK-3β: Glykogen-
Synthase-Kinase-3β; IRS: Insulinrezeptorsubstrat; PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase; LRP: low-density 
lipoprotein receptor-related protein; DKK: Dickkopf; FzR: Frizzledrezeptor; LepR: Leptinrezeptor; IR: 
Insulinrezeptor; IRS: Insulinrezeptorsubstrat; SOCS: Suppressor of cytokine signaling. 





Die Regulation der Energie- und Glukosehomöostase erfolgt über ein komplexes neuronales Netzwerk 
aus verschiedenen, miteinander interagierenden Signalwegen. Diese Arbeit zeigt, dass noch weitere 
Signaltransduktionskaskaden an diesem neuroendokrinen System beteiligt sind und, dass die, mit 
Adipositas und Diabetes mellitus Typ II assoziierten, Veränderungen auf eine Vielzahl von 
metabolischen Modifikationen zurückzuführen sind. 
Der genetische Verlust des Leptinsignals beeinträchtigt maßgeblich, unabhängig vom Körpergewicht, 
den Glukosemetabolismus und führt zu einer Glukoseintoleranz. Die Wiederherstellung des 
Leptinsignals in adipösen Lep
ob/ob
- Mäusen war jedoch nicht ausreichend, um die Glukosetoleranz zu 
normalisieren, wohingegen dies bei normalgewichtigen Lep
ob/ob
- Mäusen möglich war. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch der Körperfettanteil an der Entstehung von Diabetes mellitus 
Typ II beteiligt ist. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Leptin das hypothalamische 
Phosphorylierungsmuster von IRS moduliert und ermöglicht bzw. verbessert somit die 
Insulinsignalweiterleitung über die PI3K. All diese Daten belegen, dass eine zentrale Leptin- 
Signalkaskade essentiell für die Aufrechterhaltung des Glukosemetabolismus ist und somit der 
Schlüssel zur Prävention von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II darstellen könnte. Jedoch war 
nur unvollständig verstanden durch welche molekularen Mechanismen Leptin in den IRS/PI3K- 
Signalwege eingreift und ob noch andere Signaltransduktionen an dieser Interaktion beteiligt sind.  
 
Existiert ein funktionaler WNT/β Catenin- Signalweg im MBH und gibt es zentrale 
Interaktionen von Leptin mit diesem Signalweg? 
 
Alle untersuchten Gene des WNT- Signalweges wurden im ARC von adulten Mäusen exprimiert, 
wobei die Expression von WNT- Liganden und Zielgenen im ARC von adipösen Lep
ob/ob
- Mäusen 
stark reduziert war. Die Wiederherstellung des Leptinsignals erhöhte die Expression der Zielgene und 
aktivierte den Co-Rezeptor LRP-6, wodurch die verminderte Aktivität dieses Signalweges im ARC 
auf das Fehlen von Leptin zurückzuführen war. Darüber hinaus bestätigt dieser Befund die 
Funktionalität des hypothalamischen WNT- Signalweges. Des Weiteren unterdrückte die Inhibition 
des zentralen WNT- Signalweges die positiven Eigenschaften von Leptin auf die Glukosetoleranz. 
Dieses Ergebnis legt nahe, dass die katabolen Effekte von Leptin von einem intakten WNT- 
Signalweg abhängig sind. 
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Welche Rolle nimmt die zentrale GSK-3β in der Regulation des Glukose- und 
Energiemetabolismus ein? 
 
Eine gesteigerte GSK-3β Aktivität im ARC war mit Adipositas assoziiert, erhöhte die 
Nahrungsaufnahme und führte zu Störungen der Energie- und Glukosehomöostase. Die Daten legen 
nahe, dass die beobachteten Effekte ein Resultat der verminderten Leptinsensitivität sind. Im 
Gegensatz dazu ging eine zentrale Inhibition dieses Enzyms mit einer verstärkten Aktivierung des 
hypothalamischen IRS/PI3K- Signalweges einher, wodurch die Glukosetoleranz von Lep
ob/ob
- Mäusen 
deutlich verbessert und die Nahrungsaufnahme verringert wurde. Darüber hinaus konnte gezeigt 
werden, dass Leptin in der Lage ist dieses Enzym in Neuronen des ARC zu inhibieren. Daher wird 
vermutet, dass die katabolen Eigenschaften von Leptin über diese Kinase vermittelt werden und, dass 
die hypothalamische GSK-3β als ein zentraler Regulator der Energie- und Glukosehomöostase 
angesehen werden kann.  
 
Welche hypothalamischen Nuclei sind durch Adipositas mit einer erhöhten JNK-
Aktivität assoziiert und gibt es Interaktionen zwischen der JNK und dem 
hypothalamischen Insulin- Signalweg? 
 
Adipositas verursachte eine erhöhte JNK-Aktivität im ARC und VMH in zwei verschiedenen 
Mausmodellen. Die erhöhte JNK-Aktivität scheint dabei unabhängig von endogenem Leptin (Lep
ob/ob
- 
Mäuse) oder einer Hyperleptinämie (durch Fütterung einer HFD) zu sein. Eine akute Inhibition des 
zentralen JNK- Signalweges verbesserte die Glukoseintoleranz der adipösen Mausmodelle und war 
mit einer verstärkten Aktivierung des zentralen Insulin- Signalweges verbunden. Die Daten legen 
nahe, dass diese Verbesserungen auf eine zentrale Inaktivierung der GSK-3β zurückzuführen sind. 
 
Welche Rolle spielt der zentrale IKKβ / NF-κB- Signalweg in der Regulation der 
Energie- und Glukosehomöostase? 
 
Eine erhöhte Aktivität des hypothalamischen IKKβ / NF-κB- Signalweges ist mit Adipositas assoziiert 
und wird möglicherweise durch die pro-inflammatorischen Eigenschaften der GSK-3β vermittelt. Die 
zentrale Inhibition des IKKβ / NF-κB- Signalweges, durch das Flavonoid Butein, verbesserte die 
Glukosetoleranz unabhängig von Leptin und war auf eine Sensitivierung des hypothalamischen 
Insulin- Signalweges zurückzuführen. Die chronische Inhibition des IKKβ / NF-κB- Signalweges im 
ARC, mittels Überexpression von IκBα-mt, verminderte die Zunahme des Körpergewichtes und der 
Körperfettmasse, und verbesserte den Glukosemetabolismus von Mäusen auf einer HFD. Darüber 
hinaus erhöhte diese Behandlung die Sauerstoffaufnahme, den Energieverbrauch und die basale 
metabolische Rate, was mit einer erhöhten Leptinsensitivität verbunden war. Da die Leptinsensitivität 
der Schlüssel zum Verständnis von der Entstehung von Diabetes mellitus Typ II sein könnte, stellt 
eine Inhibition des zentralen IKKβ / NF-κB- Signalweges ein sehr großes therapeutisches Potential in 
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der Behandlung dieser metabolischen Störung dar. Aus diesem Grund könnte die nutritive Behandlung 




 In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Energie- und Glukosehomöostase durch eine 
Vielzahl von zentralen Interaktionen und Modifikationen verschiedener Hormone und Enzyme 
aufrechterhalten wird und bestätigt somit die übergeordnete Rolle des ZNS in der Regulation des 
Glukosemetabolismus. Eine chronische Störung dieses neuroendokrinen Systems durch Adipositas, 
und der damit einhergehenden hypothalamischen Inflammation, führt zu einer Dysregulation des 
Energie- und Glukosehaushaltes und letztendlich zur Manifestation von Diabetes mellitus Typ II. 
Daher untermauert diese Arbeit die hypothalamische Inflammationstheorie in Bezug auf diese 
metabolische Störung. Hierbei ist vor allem die hypothalamische GSK-3β zu nennen, welche die 
metabolischen Eigenschaften von Leptin und Insulin vermittelt. Durch eine hyperkalorische 
Ernährung, und der damit aufkommenden hypothalamischen Inflammation, wird dieses Enzym 
negativ beeinflusst, wodurch die katabolen Effekte von Leptin auf den Glukosemetabolismus verloren 
gehen. Darüber hinaus steht die GSK-3β im Verdacht die Expression von SOCS3, durch eine 
Aktivierung des IKKβ / NF-κB- Signalweges, zu induzieren, wodurch die verminderte 
Leptinsensitivität weiter verschärft wird. Somit kann dieses Enzym als zentraler Regulator des 
Energie- und Glukosemetabolismus angesehen werden und wodurch neue Interventionsmöglichkeiten 
in der Behandlung von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II entstehen könnten. Die gezeigten und 
vermuteten Interaktionen der Signalwege sind in Abb. 10 dargestellt.  




Abb. 10: Modell der komplexen Regulation der Energie und Glukosehomöostase im ARC. Die 
Aufrechterhaltung der Energie- und Glukosehomöostase wird zentral durch die Hormone Leptin und Insulin 
gesteuert. Durch eine hyperkalorische Ernährung wird dieses endokrine System gestört und es manifestiert sich 
Adipositas und schließlich Diabetes mellitus Typ II. Im Laufe einer fettreichen Diät aktivieren gesättigte 
Fettsäuren und zirkulierende Zytokine pro-inflammatorische Signalkaskaden im Hypothalamus, was eine 
Aktivierung des JNK- und IKKβ / NF-κB- Signalweges nach sich zieht. Infolgedessen aktiviert die JNK die 
GSK-3β, wodurch IRS phosphoryliert und der IRS/PI3K- Signalweg vermindert wird. Darüber hinaus blockiert 
die erhöhte GSK-3β Aktivität die katabolen Effekte von Leptin auf den Glukosemetabolismus. Eine erhöhte 
Aktivität dieses Enzyms geht, genau wie eine hyperkalorische Ernährung, mit der Aktivierung des 
Transkriptionfaktors NF-κB einher. Dieser vermittelt die Expression von SOCS3, wodurch die Leptinsensitivität 
weiter vermindert wird und einer Inhibition der GSK-3β durch Leptin entgegenwirkt. Durch diese mehrfache 
Beeinträchtigung der Leptin- und Insulinsignalweiterleitung kann die Glukosehomöostase nicht länger 
aufrechterhalten werden und es manifestiert sich Glukoseintoleranz. Anti-inflammatorische Substanzen wie z.B. 
Butein können dieser pro-inflammatorischen Antwort entgegenwirken und die Aufrechterhaltung der 
Leptinsensitivität und somit der Glukosehomöostase gewährleisten. Gelbe Symbole: positive Wirkung; 
dunkelrote Symbole: negative Wirkung; Gestrichelte Pfeile: indirekter oder unbekannter Mechanismus. GSK-3β: 
Glykogen-Synthase Kinase -3β; IRS: Insulinrezeptorsubstrat; JNK. c-Jun N-terminale Kinase; LepR: 
Leptinrezeptor; IR: Insulinrezeptor: AdipoR: Adiponektinrezeptor; TLR: Toll-like-Rezeptor; FzR: Frizzled 
Rezeptor; JAK: Januskinase; DKK: Dickkopf; LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein; SOCS: 
Suppressor of cytokine signaling 





In dieser Arbeit konnten offene Fragen über die zentrale Regulation der Energie- und 
Glukosehomöostase entschlüsselt werden. Darüber hinaus liefert diese Arbeit neue 
Interventionspunkte in der Behandlung von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II. Das Rätsel über 
die Interaktion von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II ist jedoch noch nicht vollständig gelöst. 
Bisher ist unklar, welche exakten Initialschritte die Energie- und Glukosehomöostase aus dem 
Gleichgewicht bringen. Eine zentrale Inhibition der GSK-3β könnte die Leptinwirkung und die damit 
einhergehenden positiven Eigenschaften von Leptin auf den Energie und Glukosemetabolismus wieder 
herstellen und liefert somit neue therapeutische Interventionsmöglichkeiten bei der Entstehung von 
Adipositas und Diabetes mellitus Typ II. In der Tat kann eine chronische Inhibition der zentralen 
GSK-3β die Glukosetoleranz von leptindefizienten Mäusen verbessern, die 10 Tage mit einer 
hochkalorischen Diät gefüttert wurden (Abb. 11, unveröffentlichte Daten). Die positiven Effekte auf 
den Glukosemetabolismus in diesem sehr extremen Modell von Adipositas und Glukoseintoleranz 
verdeutlichen das Potential der zentralen GSK-3β Inhibition in Bezug auf Diabetes mellitus Typ II.  
 
 
Abb. 11: Die Verbesserung der Glukosehomöostase durch eine dauerhafte Inhibition der zentralen GSK-
3β. Die chronische Inhibition der zentralen GSK-3β wurde durch die Implantation von osmotischen Pumpen in 
den lateralen Ventrikel gewährleistet, wodurch der GSK-3β Inhibitor (oder Kontrolle) kontinuierlich in das ZNS 
verabreicht wurde (1nmol / 24 h). Die leptindefizienten Mäuse wurden nach der Operation für 10 Tage mit einer 
hochkalorischen Diät gefüttert. Anschließend wurde der Glukosetoleranztest durchgeführt. n= 6 Tiere / Gruppe. 
*P=0.048. GSK-3β: Glykogen-Synthase Kinase-3β; Lepob/ob- Mäuse: leptindefiziente Mäuse; HFD: 
hochkalorische Diät; AUC: Area under the curve; ZNS: zentrales Nervensystem. 
 
Es ist jedoch dringend erforderlich den Grund der erhöhten GSK-3β Aktivität zu entschlüsseln. Es 
konnte hier gezeigt werden, dass sowohl eine akute als auch eine chronische Unterdrückung einer pro-
inflammatorischen Antwort die Energie- und Glukosehomöostase positiv beeinflusst. Da die GSK-3β 
als pro-inflammatorischer Regulator angesehen wird, vermuten wir, dass die zirkulierenden Zytokine 
und gesättigten Fettsäuren für diese Dysregulation der GSK-3β verantwortlich sind. Die aktuelle 
Forschung von Antidiabetika beschäftigt sich bereits eindringlich mit anti-inflammatorischen 
Substanzen und liefert vielversprechende Ergebnisse in Bezug auf Diabetes mellitus Typ II. Auch das 
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körpereigene Hormon Adiponektin besitzt solche anti-inflammatorischen Eigenschaften und eine 
zentrale Applikation verbesserte die Glukosetoleranz von Mäusen (siehe Kapitel 5.1). Mit Zunahme 
des Körpergewichtes sinken jedoch die Konzentrationen von zirkulierendem Adiponektin, wodurch 
die positiven Wirkungen verloren gehen. Daher könnte die Einnahme von anti-inflammatorische 
Substanzen oder Medikamenten, wie das hier gezeigte Flavonoid Butein, ein großes Potential in 
Bezug auf die Behandlung von Diabetes mellitus Typ II besitzen. Bis jetzt sind vor allem systemische 
Applikationen von anti-inflammatorischen Substanzen analysiert worden. Die, bei Diabetes mellitus 
Typ II notwendige, chronische Gabe hoher Konzentrationen bringt aber meist Komplikationen und 
Nebenwirkungen mit sich. Um Medikamente zu entwickeln, die eventuell eine gezielte Behandlung 
der verantwortlichen Gewebe oder Organe möglich macht, ist es notwendig, die exakten molekularen 
Mechanismen der zentralen Regulation der Energie- und Glukosehomöostase weiter zu entschlüsseln. 
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The WNT- pathway has been well characterized in embryogenesis and tumorigenesis. In humans, 
specific polymorphisms in the transcription factor TCF-7 and the WNT co-receptor LRP-6, both 
prominent components of this pathway, correlate with a higher incidence of type-2 diabetes, 
suggesting the WNT pathway might be involved in the control of adult glucose homeostasis. We 
previously demonstrated that GSK-3, the key enzyme of the WNT pathway, is increased in the 
hypothalamus during obesity and exacerbates high-fat diet-induced weight gain as well as glucose 
intolerance. These data suggest that WNT action in the hypothalamus might be required for normal 
glucose homeostasis. Here we characterized whether WNT-signalling in general is altered in the 
hypothalamus of adult obese mice relative to controls. First we identified expression of multiple 
components of this pathway in the murine arcuate nucleus (ARC) by in-situ hybridization. In this 
region mRNA of ligands and target genes of the WNT pathway were down-regulated in obese and 
glucose intolerant leptin-deficient mice. Similarly, the number of cells immunoreactive for the 
phosphorylated (active) form of the WNT-coreceptor LRP-6 were also decreased in leptin-deficient 
mice. Leptin treatment normalized expression of the WNT-target genes Axin-2 and Cylin-D1 and 
increased the number of phospho-LRP-6 immunoreactive cells reaching levels of lean controls. Leptin 
also increased the levels of phosphorylated (inactive) GSK-3 in the arcuate nucleus, and this effect 
was colocalized to neuropeptide-Y (NPY) neurons, suggesting that inactivation of GSK-3 may 
contribute to the neuroendocrine control of energy homeostasis. Taken together our findings identify 
hypothalamic WNT-signalling as an important novel pathway that integrates peripheral information of 
the body’s energy status encoded by leptin.    




Type II diabetes is increasing at an alarming rate [1]. During the last decade, emerging evidence 
suggests that the brain represents a main insulin target tissue [2;3]. However, the molecular 
mechanisms and the absolute impact of the brain in the pathogenesis of type II diabetes remain 
incompletely understood. Striking recent observations suggest that the WNT-pathway, typically 
associated with its essential function in embryogenesis and tumorigenesis [4;5], may also be involved 
in the pathogenesis of type II diabetes. Human polymorphisms in genes involved in this signalling 
pathway (particularly the transcription factor T-cell specific transcription factor 7, or TCF-7) were 
associated with an increased risk to develop type II diabetes [6-8]. Recently, we demonstrated that 
glucose activates the WNT-pathway in an autocrine fashion in macrophage cell lines [9], suggesting 
that this pathway might function as a glucose sensory system.  
The WNT-pathway consists of extracellular ligands (WNTs) that bind to cell surface receptors of the 
Frizzled (Fz) family and associated co-receptors, the low-density lipoprotein receptor-related proteins 
(LRP, e.g. LRP-6). In addition to multiple WNT ligands, there are also a number of endogenously 
secreted antagonists, including Dickkopf (DKK) proteins and secreted Fz proteins. In the absence of 
WNT ligands, cytoplasmic -catenin is phosphorylated by the key enzyme glycogen-synthase-kinase-
3 beta (GSK-3), targeting it for proteasomal degradation. GSK-3 is held in a complex including 
Axin, Dishevelled (DSL), and Adenomatous polyposis coli (APC). Ligands binding to both the Fz 
receptors and LRP co-receptors lead to breakdown of this complex and inactivation of GSK-3, 
allowing stabilization of -catenin within the cytoplasm and translocation to the nucleus. Within the 
nucleus, -catenin acts together with TCF-7 (also known as TCF-4) to activate the gene expression 
that is characteristic of the canonical WNT-signalling pathway [10].  
The key enzyme GSK-3 is known to be involved in insulin signal transduction, as it is phosphorylated 
and thereby inhibited by protein kinase B (AKT) [11-13]. Furthermore, inhibition of GSK-3 improves 
whole body glucose homeostasis [14;15]. We recently demonstrated that hypothalamic GSK-3 
activity is elevated during obesity and that neuron-specific over-expression of GSK-3β in the 
mediobasal hypothalamus exacerbated hyperphagia, obesity and impaired glucose tolerance [16]. In 
contrast, acute inhibition of this enzyme within the CNS improved whole body glucose homeostasis, 
decreased food intake and we demonstrated that GSK-3 facilitates the interaction between insulin- 
and leptin –signaling pathways in the hypothalamus [16]. Inhibition of GSK-3β led to improved 
hypothalamic insulin signalling via activation of PI3K (phosphoinositide 3-kinase), a key intracellular 
mediator of both leptin and insulin action [17]. The crosstalk between these hormones is critical for the 
central regulation of glucose homeostasis, but the precise nature of the interaction remained unclear.  
Based on the association of the WNT pathway with type 2 diabetes, and our observation of a central 
role of the key WNT-responsive enzyme GSK-3β in mediation of central actions of leptin and insulin, 
in the current study we tested the hypothesis that WNT signalling is active in the hypothalamus of 
adult mice and is activated by the key body weight regulatory hormone leptin. Therefore, we initially 
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characterised the gene expression pattern of most components of this pathway in the hypothalamus of 
wildtype mice, and then investigated whether key genes are differentially expressed between wildtype 
and leptin-deficient obese mice in the arcuate nucleus (ARC), the key region involved in neuronal 
control of metabolism. We furthermore analyzed whether leptin is involved in expression of mRNA 
for major WNT target genes, and whether leptin regulates the WNT-coreceptor LRP6 on a post-
translational level. To assess the potential importance of WNT signalling in regulating energy 
homeostasis via acting specifically in the hypothalamus, we additionally tested whether leptin 
selectively alters WNT activity in leptin responsive neurons of the hypothalamus, expressing 
Neuropeptide Y (NPY).  
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Materials and methods 
 
Animals 
All procedures involving animals were licensed under German animal ethics legislation and received 
approval by the federal public authority for animal ethics. Experiments that were performed in 
Australia were conducted in accordance with the Monash University Animal Ethics Committee 
guidelines. All experiments used male mice that were purchased from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, 
France). All mice (wildtype and Lep
ob/ob
 mice) were on the C57BL/6JRj genetic background. 
Additionally, we used Neruopeptide Y (NPY) -GFP mice (B6.FVB-Tg (Npy-hrGFP)1Lowl/J) which 
were drawn from the breeding colonies of the Monash University (Melbourne, Australia). Animals 
were two months old and housed individually under standard conditions with a light/dark cycle of 12 
hours. The ambient temperature for mice was 23°C. Apart from the dark phase before the experiments, 
all animals had access to standard chow diet. For central administration of drugs, cannulae were 
stereotaxically implanted into the left lateral ventricle as described previously [17].
 
 
Expression of genes that are involved or targets of WNT-signalling in the brain detected by in-
situ hybridization 
To determine the central expression pattern of genes, that are involved in or are targets of the WNT-
pathway, we performed in-situ hybridization on brains from Lep
+/+
 mice. For differential expression of 
mice with and without impaired glucose tolerance, we performed a separate experiment employing 
one group of Lep
+/+
 and one group of Lep
ob/ob
 mice. Riboprobes complementary to the genes were 
generated from cloned cDNA from the hypothalamus of Mus musculus. cDNA synthesis was 
performed by using a cDNA synthesis kit (Invitrogen, Carlsbad, CA), according to the manufacturer’s 
instructions. Primers used for amplification of the fragments were designed using Primer Select (suppl. 
table 1; Lasergene, DNA-Star Software). DNA fragments were ligated into pGEM-T-Easy (Promega, 
Madison), transformed into DH5-α Escherichia coli and sequenced. For cRNA synthesis of antisense 
riboprobes by in vitro transcription, SP6-polymerase or T7-polymerase (Invitrogen) was used. To 
generate the sense control for all riboprobes, cRNA synthesis was performed by the converse 
polymerase. As previously described [18], forebrain sections (16 µm) were collected throughout the 
extent of the arcuate nucleus (ARC) onto a set of twelve slides, with twelve sections mounted on each 
slide. Accordingly, slides spanned the hypothalamic region approximating from -2.7 to -0.4 mm 
relative to Bregma according to the atlas of the mouse brain [19]. In-situ hybridization and analysis 
was performed as described previously [18]. A detailed description of primer selection for the genes 
that were analyzed and their sequences are provided in suppl. table 1. 
To test whether leptin activates expression of WNT-genes, we performed in-situ hybridization for 
mRNA of these genes on coronal brain cryo-sections of mice that were injected with leptin. Therefore, 
leptin-deficient Lep
ob/ob
 mice and Lep
+/+
 mice received either a leptin (2mg/kg) or a vehicle (PBS) ip 
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We analyzed whether leptin acts on the Fz co-receptor LRP-6 in the hypothalamic ARC. Therefore, 
leptin-deficient Lep
ob/ob
 mice and Lep
+/+
 mice received either a leptin (2mg/kg) or a vehicle (PBS) ip 
injection 15 minutes before transcardial perfusion and immunohistochemistry was performed (n=5-
6/group), using an anti-phospho-LRP-6 Ser1490 antibody (cat. no. 2568, Cell Signalling Technology). 
To analyze whether DKK-1 antagonizes the WNT pathway at the level of phospho-LRP-6, wild-type 
mice received an intracerebroventricular (icv) injection of either DKK-1 (1µg in 1µl artificial cerebral 
spinal fluid (aCSF)) or vehicle (aCSF), 15 minutes before transcardial perfusion and 
immunohistochemistry was performed using the same antibody as described above (n= 9/group).  
To further establish whether leptin interacts with the WNT pathway in neurons, we investigated the 
effect of leptin on phosphorylation of GSK-3β (Ser9) in NPY-GFP mice. Phosphorylation of GSK-3β 
at Ser9 is critical to inactivate the enzyme [11-13]. Therefore, 8 weeks old mice (n=5/group) were 
fasted for 16h and received a single icv injection of either leptin (2 µg/ in 1 µl aCSF) or aCSF 45 
minutes before transcardial perfusion and immunohistochemistry was performed using an anti-
phosphoGSK-3β (Ser9, cat no. 9323, Cell Signalling Technology) antibody as described [17;20]. For 
visualisation, the second antibody Alexa Fluor® 594 (Invitrogen) was used and analyzed by 
fluorescence light microscopy (Axio Imager.M2, Zeiss). 
 
Glucose tolerance test 
In this experiment, we tested whether the prominent glucose lowering effects of leptin are mediated 
via the WNT pathway. Therefore we inhibited WNT-signalling, using the WNT antagonist DKK-1 
prior to the assessment of leptin’s effect on glucose tolerance. Lepob/ob mice were fasted for 16h and 
divided into three groups. The first group were icv injected with the WNT antagonist DKK-1 (1μg in 
1μl aCSF, R&D Systems, 5897-DK/CF), followed by ip leptin thirty minutes later (2 mg/kg body 
weight in PBS). The second group was injected with vehicle icv (aCSF) followed by leptin, whereas 
the third group received two vehicle injections [(icv: aCSF; ip: PBS) n= 7 each group]. The glucose 
tolerance test (GTT, 1mg glucose/kg body weight) was performed 30 minutes after the second 
injection and glucose levels were measured in blood collected from the Vena facialis as described 
previously [17].  
 
Statistics 
The data were analysed by one-way ANOVA followed by a Holm–Sidak comparison test, as 
appropriate, using SigmaStat statistical software (Jandel). Where the data failed equal variance or 
normality tests, they were analysed by one-way ANOVA on ranks followed by Dunn's multiple 
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comparison test. The results are presented as means±S.E.M. and differences were considered 
significant if P<0.05. 
 
 





Genes involved in the WNT-pathway are expressed in the mediobasal hypothalamus 
To morphologically characterize the WNT-pathway in the brain, we first analyzed the mRNA 
expression pattern of genes that encode selected ligands (WNT-4, WNT-7a), receptor and co-receptor 
(Frizzled-5, LRP-6), other downstream components of the pathway (Axin-1, Dishevelled, GSK-3, -
catenin, and TCF-7) or target genes (Axin-2 and Cyclin-D1). An initial screen was carried out on wild-
type Lep
+/+
 mice. The hybridization signal for almost all investigated genes was not confined to the 
hypothalamus, and could be observed in extra-hypothalamic regions with the highest density in the 
hippocampus, cortex and thalamus.  However, most genes were strongly expressed in the mediobasal 
hypothalamus and many showed particular prominence in the arcuate nucleus (ARC, Fig. 1). The 
control sense probes generated low intensity nonspecific signals (one example, Axin-1, is shown in 
Fig. 1).  
In our recent study, we demonstrated that the antagonist Dickkopf-1 was increased in Lep
ob/ob
 mice 
compared with wild type mice, suggesting that WNT signalling is downregulated in these mice [16]. 
Therefore, we further characterized the expression of selected ligands and target genes in the ARC. A 
comparison of gene expression between Lep
+/+
 mice and leptin-deficient Lep
ob/ob
 mice revealed that 
expression of the ligands WNT-7a and WNT-4 was significantly down regulated by about 60% and 
70% in the ARC of Lep
ob/ob
 mice compared with wild-types (Fig. 2 a, b, P= 0.004, P= 0.038). 
Moreover, target gene expression of Axin-2 and Cyclin-D1-mRNA was downregulated by about 60% 
and 25% respectively in the ARC of Lep
ob/ob
 mice in comparison with the controls (Fig. 2 c and d, P= 
0.002,  P= 0.043). 
To test whether the lack of leptin is responsible for the differential downregulation of WNT target 
genes in Lep
ob/ob
 mice, we investigated the effect of leptin replacement on the expression of these 
genes in the ARC. Leptin treatment completely restored Axin-2 and Cyclin-D1 mRNA levels, such 
that no difference relative to wildtype mice was detected (Fig. 2c and d, n=5-6/group).  
 
Effects of leptin on the activity of the WNT-coreceptor LRP-6  
Having established that components of the WNT pathway are expressed in the ARC, and that leptin 
activates WNT target-gene expression, as a possible mechanism we tested whether leptin activates the 
co-receptor LRP-6, which is an essential modulator of WNT activity at the receptor level. LRP-6 is 
activated by phosphorylation at Ser1490 [21] and therefore, we used immunohistochemistry to 
investigate whether leptin increases the number of phospho-LRP-6 (Ser1490) immunoreactive cells in 
the ARC. Leptin-deficient Lep
ob/ob
 mice exhibited a significant 50% reduction of phospho-LRP-6 
(Ser1490) immunoreactive cells in the ARC compared with lean controls (Fig. 3a; P= 0.009). Leptin 
fully restored phospho-LRP-6 (Ser 1490) immunoreactivity to the wildtype controls (Fig. 3a; vehicle 
Lep
ob/ob
 mice vs. ip leptin Lep
ob/ob
 mice, P= 0.013). In line with these findings, antagonizing WNT 
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signalling via icv injection of DKK-1 reduced the number of  phospho-LRP-6 (Ser1490) 
immunoreactive cells by about 25% in the ARC of lean wildtype relative to vehicle injected mice (Fig. 
3b; P= 0.019, n= 10 animals/group). Since we had previously identified a potent impairment of 
glucose homeostasis followed by icv DKK-1 injection, we tested whether this ligand also antagonized 
the ability of leptin to decrease blood glucose [16]. While leptin robustly improved glucose 
homeostasis in Lep
ob/ob
 mice (P= 0.047) after vehicle pre-treatment, this effect was totally abolished in 
mice that were icv injected with DKK-1 prior to the leptin challenge (Fig. 3c, n= 7/group). 
 
Leptin inhibits GSK-3β in NPY neurons 
Hypothalamic leptin- and insulin signalling converge in individual neurons, controling transcription of 
important neuropeptides that regulate energy homeostasis, such as Neuropeptide Y (NPY) [22]. The 
catabolic action of leptin involves inhibition of orexigenic NPY neurons [23], which is required to 
suppress hepatic glucose production [24]. Having established that leptin increases WNT target gene 
expression and acts on the Fz co-receptor LRP-6 in the ARC, we further investigated whether leptin 
specifically inhibits GSK-3β in NPY neurons. Therefore, we first identified the proportion of NPY 
neurons that contain phospho-GSK-3β and are responsive to leptin treatment.  Leptin treatment did not 
affect NPY staining, as shown in Fig. 4a. However, leptin treatment enhanced the number of phospho-
GSK-3β (Ser9) positive cells in the ARC by 30% (Fig. 4b, P< 0.01), and increased the number of 
immunoreactive NPY-GFP neurons co-expressing phospho-GSK-3β (Ser9) by 50% in these mice 
(Fig.4 c, P< 0.01). 
 





The WNT-pathway plays a well established role in embryogenesis and tumorigenesis. Recently, 
however, it was demonstrated that glucose activated the WNT-pathway in an autocrine fashion in vitro 
[9]. Furthermore, polymorphisms within the gene encoding TCF-7 contribute to an increased risk of 
developing type II diabetes in humans [6-8]. These findings, together with our recent observation that 
the key enzyme of the WNT pathway, GSK-3, plays an essential role in the neuronal control of food 
intake and glucose metabolism [16], strongly suggested that hypothalamic WNT-signalling may have 
a key role in the neuroendocrine control of metabolism. 
The surprising finding that all investigated genes involved in the WNT-pathway are expressed in the 
ARC of the hypothalamus of the adult mouse brain (Fig. 1) indicates that this pathway might be 
associated with the hypothalamic control of body weight and glucose metabolism. The ligands WNT-
7a [25] and WNT-4 [26], which activate the WNT-pathway were down-regulated in the ARC of 
Lep
ob/ob
 mice (Fig. 2a and b). This is consistent with our previous finding that the known receptor 
antagonist (DKK-1) was increased in this area [16], suggesting impaired receptor activation of this 
pathway in the ARC of Lep
ob/ob
 mice. The finding that gene expression of the WNT targets Axin-2 
[27] and Cyclin-D1 [28] was also regulated in the same manner strongly suggests that the activity of 
the WNT pathway is functionally impaired in the hypothalamus of obese mice (Fig. 2c and d). This 
novel concept is further corroborated by reduced phospho-LRP-6 immunoreactivity in the ARC of 
Lep
ob/ob
 mice, which suggests reduced endogenous WNT receptor activity (Fig. 3a).  
The adipokine leptin can improve glucose metabolism, independent of its effects on energy 
homeostasis [17;29;30]. We have recently established that these effects of leptin occur very rapidly, 
suggesting that they involve posttranslational modifications in hypothalamic signalling pathways [17]. 
Leptin sensitized insulin action in the hypothalamus upstream of PI3K via altering phosphorylation of 
IRS-1 at Ser307 and Ser612 [17]. Recently, we surprisingly found parallel affects by pharmacological 
inhibition of GSK-3 [16]. Since leptin inactivates GSK-3 in vitro [31;32], a direct action of this 
hormone on canonical WNT signalling in the adult hypothalamus appears likely. This idea is 
supported by the finding that leptin treatment normalizes reduced gene expression of the WNT target 
genes (Axin-2 and Cyclin D1, Fig. 2c and d) in the ARC of leptin deficient mice and inactivates GSK-
3, as indicated by increased phospho-Ser9 GSK-3 immunoreactivity in the ARC (Fig. 4b). Since 
leptin was capable of normalising the reduced phospho-LRP-6 immunoreactivity seen in the ARC in 
Lep
ob/ob
 mice (Fig. 3a), it is plausible that leptin selectively activates the WNT pathway via modulation 
of WNT receptor activity. Phosphorylation at Ser1490 of the co-receptor LRP-is required for Fz 
receptor activation [21] and therefore for intact WNT-signalling. Whether leptin directly activates the 
WNT co-receptor e.g. via intrinsic janus-kinase 2 activity or whether this effect occurs via yet 
unknown indirect mechanisms remains to be identified in future studies.  
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The hypothesis that the WNT pathway is functional in the adult mouse hypothalamus is supported by 
the finding that the WNT antagonist DKK-1, contrary to leptin, reduces the number of phospho-LRP-6 
immunoreactive cells in the ARC of wildtype mice (Fig. 3b). Intriguingly, DKK-1 icv injection 30 
minutes before leptin, totally abolished the glucose lowering properties of the hormone (Fig. 3c). This 
suggests that the glucose lowering effects of leptin largely depend on neuronal signalling via the WNT 
pathway and in particular on the level of phosho-LRP-6. It is plausible that the catabolic action of 
leptin is also transduced by hypothalamic WNT signalling, since we previously observed that GSK-3 
overexpresssion in the ARC increased food intake, body weight and was associated with leptin 
resistance [16]. Consistent with increased food intake and body weight, phospho-GSK-3 (Ser9) 
immunoreactivity was abundant in NPY neurons of the mediobasal hypothalamus (Fig. 4c) suggesting 
that this key WNT signalling kinase is involved in regulating activity of these prominent orexigenic 
neurons. Interestingly, more than 70% of leptin-induced phospho-GSK-3 (Ser9) cells were identified 
as NPY neurons. The catabolic action of leptin involves inhibition of orexigenic NPY neurons [23], 
hence it seems possible that leptin inhibits the NPY neurons via involvement of the WNT pathway, 
particularly GSK-3. Whether the remaining 30% of leptin-induced phospho-GSK-3 (Ser9) cells in 
the MBH are POMC neurons remains to be identified in future studies.  
Central insulin and leptin signalling plays a very important role in regulating peripheral glucose 
metabolism [3;17;33-36]. We previously showed that the central glucose lowering properties of leptin 
appear to be indirect. Rather than a direct action on the IRS/PI3K pathway, leptin sensitizes insulin 
action through this pathway [17]. We demonstrated that GSK-3 has an essential control in the 
neuronal control of glucose homeostasis via sensitisation of this pathway [16]. This together with the 
current study suggests that hypothalamic GSK-3 signalling through the WNT pathway not only has a 
pivotal role in the neuroendocrine control of glucose homeostasis, it also represents a critical 
signalling pathway utilized by leptin, and this may be a key mechanism providing convergence in the 
actions of leptin and insulin. The fact that leptin increased phospho-LRP-6 immunoreactivity and 
inhibited GSK-3 in NPY neurons, suggests that the sensitization effect of leptin on insulin signalling 
is mediated via the WNT pathway. This hypothesis is supported by the data published in [16] which 
revealed that inhibition of GSK-3 sensitizes insulin signalling via the IRS/PI3K pathway. 
Furthermore phospho-AKT has been robustly shown to phosphorylate and inactivate GSK-3 [11-13], 
which suggests a possible feedback-loop in hypothalamic neurons by which glucose homeostasis is 
maintained. A model summarizing the potential interaction of leptin and insulin signalling with the 
WNT-pathway is presented in Fig. 5. 
Taken together, our data strongly support a central role of WNT signalling in the neuronal control of 
metabolism. This is supported by the fact that WNT signalling is differentially regulated by 
endogenous leptin deficiency and leptin replacement therapy on various hierarchical levels. This 
includes the ligands WNT-4 and WNT-7a, the co-receptor LRP-6, the key enzyme GSK-3 [16] and 
the target genes Axin-2 and Cyclin-D1. Aberrant WNT-signalling has also been associated with the 
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pathogenesis of diabetic retinopathy [37], coronary artery disease [38], osteoporosis [38], cancer and 
Alzheimer’s disease [39]. The proposed role of leptin in the brain in regulating WNT-signalling might 
unravel an important link between type II diabetes and the pathogenesis of these other severe diseases.  
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Figure 1. Genes encoding members of the WNT-pathway are expressed in the hypothalamus   
Autoradiographs of wild-type mouse brain sections after in-situ hybridization to an antisense 
35
S-
labeled riboprobe binding to genes that are involved in WNT-signalling. Most genes whether encoding 
a ligand (WNT-4, WNT-7a), an antagonist (DKK-3) to the frizzled receptor, are part of the pathway 
(Axin-1, Dishevelled, GSK-3, -catenin, Frizzled-5, LRP-6 and TCF-7), or are target genes (Axin-2 
and Cyclin-D1) are expressed in the ARC of the hypothalamus. Outside of the hypothalamus for some 
genes hybridization occurred in the hippocampus, cortex and thalamus. Representative for all 
respective sense riboprobes one image is shown (sense probe for Axin 1). Inserts depict binding of the 
riboprobes to the ARC. ARC: Arcuate nucleus; DKK-3: Dickkopf-3; GSK-3: Glycogen synthase 
kinase 3 beta; LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein; TCF-7: T cell specific 
transcription factor 7. 
 






For some genes, two examples of a WNT-receptor agonist [WNT-7a (a), WNT-4 (b)] and for two 





 mice was analyzed. Both, mRNA expression of target genes and agonist were 
down-regulated in the Lep
ob/ob
 mice compared with the controls. An ip leptin injection (2mg/kg body 
weight) 2 hours before decapitation restored the decreased target gene expression of Axin-2 (c) and 
Cyclin-D1 (d) in Lep
ob/ob
 mice. The upper panels depict autoradiographs of the respective genes 
whereas in the lower panels a bar graph generated from quantification of the signal in the ARC (5-6 
animals in each group) of representative brain sections is shown. Inserts in the upper panels depict 
binding of the riboprobes to the ARC. ARC: arcuate nucleus; Lep
ob/ob 
mice: leptin deficient mice; ip: 
intraperitoneal Means  SEM, *P≤ 0.05, **P≤ 0.01. 
 
Figure 3. Leptin interacts with the WNT-pathway at the level of the co-receptor LRP-6  
a: Immunoreactivity of phospho-LRP-6 positive cells is decreased in the ARC of leptin deficient mice 
compared with lean wildtype mice. Leptin reversed the reduced number of phospho-LRP-6 (Ser1490) 
immunoreactive cells in the ARC of Lep
ob/ob 
mice. Mice received either a leptin (2mg/kg) or a vehicle 
(PBS) ip injection 15 minutes before transcardial perfusion. Inserts depict representative images of 
phospho-LRP-6 immunoreactivity in the ARC of Lep
ob/ob
 and control mice. A bar graph shows 
counted cells immunoreactive for phopho-LRP-6 in the ARC of representative sections of each animal 
(n= 5-6/group).  
b: Immunoreactivity of phospho-LRP-6 positive cells decreased after DKK-1 administration. Wild-
type mice received icv either DKK-1 (1µg in aCSF) or vehicle (aCSF), 15 minutes before transcardial 
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perfusion and immunohistochemistry was performed using anti-phospho-LRP-6 (n= 9/group). 
Phospho-LRP-6 (Ser1490) immunoreactive cells in the ARC decreased after DKK-1 injection (P= 
0.019). Inserts depict representative images of phospho-LRP-6 immunoreactivity in the ARC. c: ICV 
injection of DKK-1 blocks the glucose lowering effect of leptin. ip GTT (1g glucose/kg) after ICV 
injection of DKK-1 (1µg in 1µl aCSF) and/or ip injection of leptin (2 mg/kg in PBS, n= 7 each group). 
30 minutes after the ICV injection of DKK-1, leptin was injected, 30 min before glucose and blood 
glucose levels were measured. DKK-1 blocked the leptin effect and Lep
ob/ob
 mice remained glucose 
intolerant, whereas leptin alone improved glucose tolerance in Lep
ob/ob
 mice compared to the control 
group (n=7/group, P= 0.047).Vehicle/ leptin (black circles); DKK-1/ leptin (grey circles); Vehicle/ 
vehicle (white circles). 
ARC: arcuate nucleus; DKK-1: Dickkopf-1; LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein-6; 
ip: intraperitoneal. Data show means +/- SEM. *P≤ 0.05, **P≤ 0.01. 
 
Figure 4. Leptin activates WNT signalling via GSK-3 inhibition in NPY neurons 
Immunoreactivity of phospho-GSK-3 (Ser9) positive cells increases after icv leptin administration. 
NPY-GFP mice received either leptin (2µg in 1µl aCSF) or vehicle (aCSF) 45 minutes before 
transcardial perfusion and immunohistochemistry was performed using anti-phospho-GSK-3 (n= 
5/group). (a)The bar graph shows the counted cells positive for NPY-GFP cells. Leptin administration 
did not affect NPY staining. (b) Phosphorylation of GSK-3 (Ser9) increased after leptin 
administration. (c) The ratio of NPY and GSK-3 (Ser9) positive cells increased after leptin 
administration. Images show immunoreactive staining of cells, positive for GSK-3 (Ser9, red) in 
NPY neurons (green) after icv treatment with either vehicle or leptin. NPY: Neuropeptide Y; GFP: 
green fluorescent protein. Data show means +/- SEM. **P≤ 0.01. 
 
Figure 5. 
The WNT-pathway in the hypothalamus: Model proposing potential interactions of leptin, insulin and 
WNT-signalling in the hypothalamus.  
a: In non diabetic, leptin-sensitive animals leptin activates LRP-6, resulting in inactivation of GSK-3 
(This inactivation can also be induced artificially by administration of a GSK-3 inhibitor). 
Consequently a positive feedback loop might be triggered in which the phosphorylation of inhibitory 
phosphorylation sites on IRS-1 by GSK-3 is reduced. This modification on IRS-1 might result in 
activation of the IRS-PI3K pathway by insulin, resulting in increased phospho-AKT. Phospho-AKT in 
turn might enhance this mechanism by further inactivating GSK-3.  
b: In leptin-deficient mice leptin, no longer activates LRP-6. Enhanced GSK-3 activity will inhibit 
IRS-1 through phosphorylation on inhibitory sites. This in turn will lead to hypothalamic insulin 
resistance and subsequently to the development of type-2 diabetes. LepR: leptin receptor, IR: insulin 
receptor, JAK: Janus kinase, PI3K: phosphoinositide 3-kinase, IRS: insulin receptor substrate 
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Supplementary Table 1: Oligonucleotides used for cloning of the respective candidate genes for in-situ hybridization 
 




Axin-2 Forward 5´ -AAGCCCGCCACCAAGACCTACATA- 3´ 265 158966712 
 Reverse 5´ -TCGGCACACGTCCACTCCTCTTCT- 3´   
Axin-1 Forward 5´ -ACCGAAGGGAGATGCAGGAGAGTA- 3´ 193 109730206 
 Reverse 5´ -ATAGCGGGGTGGGAAATGGTG- 3´   
beta-catenin Forward 5´ -GCCTGCCATCTGTGCTCTTCGTC- 3´ 267 260166638 
 Reverse 5´ -TGCGCCGCTGGGTGTC- 3´   
Cyclin-D1 Forward 5´ -GCGTGCAGAAGGAGATTGTG- 3´ 230 27924088 
 Reverse 5´ -CATTCCCTTGACTGCCGAGA- 3´   
DKK-3 Forward 5 ´-AATGAGACCAGCACGGAGAC- 3´ 227 28374187 
 Reverse 5´ -ATGGCTGGCAGGTGTACTTG- 3   
Dishevelled   Forward 5´ -GCGGCGGGAGCTGGGACTAC- 3´ 223 13929169 
 Reverse 5´ -GGTGATGCTGCTGAAGGAGGATGC- 3´   
Frizzled 
receptor- 5 
Forward 5´ -TCCGGGGGCGAATGTCC- 3´ 283 111160874 
 Reverse 5´ -GATGGGGCGCTCAGGGTAG- 3´   
GSK-3 beta Forward 5´ -CCGAGGAGAGCCCAATGTTTCA- 3´ 219 158508595 
 Reverse 5´ -TTTGCTCCCTTGTTGGTGTTCCTA- 3´   
LRP-6 Forward 5´ -GAGCGGCTATGGATGGAAGTG- 3´ 297 315075272 
 Reverse 5´ -CAAATGGCCCTGGATGATGG- 3´   
TCF-7 Forward 5´ -ATCGCACTCCTCGGCAGACATCA- 3´ 265 145386571 
 Reverse 5´ -GAAGGAGGGGAGCCAACAGGAGT- 3´   
WNT-4 Forward 5´ -TCCTCGTCTTCGCCGTGTTC- 3´ 235 342672048 
 Reverse 5´ -AACAGTTCCAGCGCCGGTTC- 3´   
WNT-7a Forward 5´ -TCGGCTTCGCCAAGGTCTTC- 3´ 205 144227223 
 Reverse 5´ -CGAGAGCTAGGCTACGTGCT- 3´   
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Metabolic inflammation in the central nervous system might be causative for the development of 
overnutrition-induced metabolic syndrome and related disorders such as obesity, leptin- and insulin -
resistance and type II diabetes. Here we investigated whether nutritive and genetic inhibition of the 
central IKKβ/NF-κB pathway in DIO- and leptin deficient mice improves these metabolic 
impairments. A known prominent inhibitor of IKKβ/NF-κB signalling is the dietary flavonoid butein. 
We initially determined that oral and intracerebroventricular administration of this flavonoid acutely 
improved glucose tolerance and hypothalamic insulin signalling. The dose-dependent glucose 
lowering capacity was profound regardless of whether obesity was caused by leptin deficiency or high 
fat diet. To confirm the apparent central role of IKKβ/NF-κB signalling in the regulation of glucose- 
and energy homeostasis we genetically inhibited this pathway in neurons of the arcuate nucleus, the 
key centre for regulation of energy homeostasis, via specific AAV2-mediated over expression of IκBα, 
which inhibits NF-κB nuclear translocation. This treatment decelerated high fat diet-induced body 
weight gain, body fat mass accumulation, increased energy expenditure without altering food intake 
and reduced arcuate SOCS3 expression, suggesting enhanced leptin signalling. These results reinforce 
a specific role of pro-inflammatory IKKβ/NF-κB signalling in the development of DIO-induced co-
morbidities.   




Obesity, as a consequence of overnutrition, reflects a high risk factor for the development of insulin 
resistance and ultimately type II diabetes (1;2). The hypothalamus represents a main insulin target 
tissue for regulating body weight and glucose metabolism (3-9). De Souza et al. proposed that 
inflammatory alterations occur in the hypothalamus of rodents that were fed a high fat diet (HFD) 
(10). Subsequently, it has been established that diet-induced obesity in rodents is associated with up-
regulation of pro-inflammatory pathways in the hypothalamus, involving activation of signalling 
intermediates such as c-Jun N-terminal kinase and IκB kinase β (IKK) / nuclear factor-κB (NF-B) 
(10-14). The IKKβ / NF-κB pathway, as a pro-inflammatory pathway, plays a pivotal role in classical 
immune response (15). In stationary state, NF-κB lingers in the cytoplasm in an inactive form and is 
bound to the inhibitory binding protein IκBα. A broad range of immune stimuli can activate the 
upstream kinase IKKβ, leading to IκBα phosphorylation (at Ser32 and Ser36) and degradation and 
subsequently to the release of NF-κB. Activated NF-κB enters the nucleus to induce transcription of 
target-genes that mediate diverse cellular processes such as immunity, inflammation, proliferation and 
apoptosis (16). It has been well established that HFD mediates metabolic inflammation in the central 
nerve system, particularly in the hypothalamus, which is associated with the development of 
overnutrition-induced metabolic syndrome and related disorders such as obesity, leptin- and insulin -
resistance (10;13;14;17-19).  
 
Secondary metabolites of herbs and spices are well known to act as an antioxidant, to reduce 
proinflammatory cytokines and to suppress inflammation (20) and are often used in traditional Chinese 
medicine. The flavonoid butein (3, 4, 2´, 4´ -tetrahydroxychalcone), which is found in herbs such as 
Caragana jubata and Rhus verniciflua, inhibits NF-κB signalling by direct blockade of the upstream 
kinase IKKβ (21).  
 
In the current study we tested whether specific nutritive or genetic inhibition of IKKβ / NF-κB 
signalling in the brain improves glucose- and energy- metabolism during obesity. We first established 
that nutritive inhibition of IKKβ / NF-κB signalling via enteral or intracerebroventricular (icv) butein 
administration reveals potent glucose lowering properties independent as to whether obesity was 
caused by leptin deficiency or high fat feeding. These effects were associated with improved insulin-
signalling involving the insulin receptor substrate (IRS)-phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) pathway  
in the arcuate nucleus (ARC), the key brain region required for the regulation of glucose- and energy 
homeostasis (5;22;23). To specifically inhibit downstream IKKβ / NF-κB signalling a AAV2 construct 
allowing overexpression of IκBα  was generated that was specifically injected into the parentchyma of 
the ARC. By the replacement of the inhibitory phosphorylation sides Moreover, the inhibitory serine 
phosphorylation sites of IκBα were replaced by alanine [IκBα-mt (Serine 32 to Alanine, Serine 36 to 
Alanine)] hindering nuclear translocation of NF-κB and therefore inhibiting downstream signalling 
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events. Corroborating the essential role of central IKKβ / NF-κB signalling in the regulation of 
glucose- and energy homeostasis this treatment partially protected from high fat diet-induced 
metabolic impairments.  
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Materials and methods 
All procedures were performed in accordance with national animal ethics legislation and received 
approval by the respective authorities for animal ethics All experiments used male mice (C57BL/6J) 
that were purchased from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). The animals were seven weeks of 
age at the time of arcuate nucleus- directed AAV-2 IκBα-mt administration and housed individually 
under standard conditions with a light/dark cycle of 12h. The ambient temperature for mice was 23°C. 
All animals had access to standard chow diet (cat. no. V1534, ssniff

), low fat diet or high fat diet, 
(containing 10% or 60% fat respectively, cat. no. D12450B and D12492, Research Diets) as stated in 
the text and water ad libitum.For central administration of drugs, cannulae were stereotaxically 
implanted into the left lateral ventricle as described previously (23). 
 
Stereotaxic injections 
Intracerebral injections were performed under isoflurane anaesthesia as described previously (23). 
Stereotaxic co-ordinates to reach the hypothalamic ARC are 1.5mm posterior, ±0.3mm lateral and 
6.1 mm ventral relative to Bregma. AAV2 particles, containing 4×10
10
 vector genomes, were injected 
into the ARC using a 0.5μl Hamilton glass syringe for 2min. The injection needle remained in place at 
each injection site for an additional 5min to allow for diffusion and prevent backflow. The incision 
was sutured and the animals were placed under a heating lamp to recover from the surgery. 
 
Glucose tolerance tests / Insulin tolerance test 
In a first approach, we analysed whether the flavonoid butein (0.08, 0.8, or 8mg/kg body weight in 
PBS containing 5% ethanol) is able to improve glucose tolerance. Therefore, 8 weeks old leptin 
deficient mice (Lep
ob/ob
) were fasted for 16h and received butein orally. Sixty minutes later glucose 
(1.0g/kg) was intraperitoneally (ip) injected and a glucose tolerance test (GTT) was performed (n= 
8/group). To determine the blood glucose levels, the Vena facialis was repeatedly punctured and 
glucose concentration was measured using a commercially available glucometer (Roche; Accu-Check 
Performa). For statistical validation the area under the curve was calculated.  
We next determined whether the effect of butein on glucose homeostasis is mediated via a central 
mechanism. Therefore, Lep
ob/ob
 mice were fasted for 16h and butein (5nmol in 1µl aCSF/ 5%DMSO) 
was icv injected, 30 minutes before glucose injection followed by an ipGTT as described above (n= 
8/group). 
We next investigated whether central administration of butein also improves glucose tolerance in diet-
induced obese, glucose intolerant mice. Mice were fed a HFD or respective low fat diet (LFD) for 
three weeks, fasted for 16h and weight matched. Butein was adminsitered icv (5nmol in 1µl 
aCSF/5%DMSO) to one group of mice on HFD (n=6), whereas the second group received an icv 
vehicle injection (aCSF/5%DMSO). The cohort on the LFD received vehicle icv (aCSF/5%DMSO, 
n=5-7/group), 30 minutes prior to the ipGTT. 
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We investigated whether over-expression of hypothalamic IκBα-mt might improve glucose tolerance. 
Therefore, after 5 weeks of HFD, mice were fasted for 16 h and received ip glucose (1.5g glucose /kg 
body weight) and an ipGTT was performed as described above.  
To determine whether IκBα-mt over-expression affects insulin sensitivity, an insulin tolerance test was 
performed. After 7 weeks on HFD, mice were fasted for 16h and received ip 1mg/kg insulin, 30 
minutes before the insulin tolerance test was performed, and blood glucose values were analysed as 
described above.  
 
Recombinant adeno-associated viral vector generation and virus production 
The cDNA for IκBα-mt (Serine 32 to Alanine, Serine 36 to Alanine) was subcloned from the 
eukaryotic expression vector pBabe-GFP-IκB-alpha-mut (super repressor, Addgene, 15264) into an 
AAV2-hSyn-EGFP-WPRE vector (24). IκBα-mt cDNA was amplified from the plasmid by PCR 
(phusion DNA polymerase) using the forward, 5′- TTTAGCTAGCCCTCACTCCTTCTC -3′ and 
reverse, 5′- CAGTGTACACCACTGTGCTGGC -3′ primers. These primers contain suitable Nhe1 and 
BsrG1 restriction sites for cloning into the AAV (adeno-associated virus) construct. Amplified PCR 
product was first cloned into the pGemT easy cloning vector. The IκBα-mt cDNA fragment from 
pGemT easy vector was subcloned into Nhe1 and BsrG1 sites of AAV2-hSyn-EGFP-WPRE by 
replacing EGFP (enhanced green fluorescent protein) cDNA to obtain AAV2-hSyn-IκBα-mt-WPRE. 
In this vector system the expression of IκBα-mt is under the control of the human synapsin-1 promoter 
to restrict the expression to neurons and WPRE [WHV (Woodchuck hepatitis virus) post-
transcriptional regulatory element] facilitates long-term expression of the transgene. All molecular 
cloning procedures were performed in SURE2 bacterial cells to minimize the recombination events. 
Virus transfection and production was performed as described previously (25). The ability of AAV2 
vectors to drive neuronal expression of a transgene was validated by infecting differentiated LUHMES 
(human post-mitotic dopaminergic neurons) cells (Suppl Fig. 1a and b, P<0.001). Successful over-
expression of IκBα-mt in the ARC was validated by in-situ hybridization and revealed 80% increase of 
IκBα expression in the ARC (Suppl Fig. 1c, P< 0.001). 
 
Cell culture 
Differentiated LUHMES (Lund human mesencephalic) cells (26) were used to investigate the 
expression of neuronal specific AAV2-hSyn-IκBα- mutant virus. LUHMES cells were proliferated on 
flasks (Nunclon DELTA surface) coated with 0.1mg/ml poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) at 4°C 
overnight. For experiments 0.6 million cells were seeded on 6 well plates coated with 0.1mg/ml poly-
L-lysine overnight and washed three times with sterile water followed by coating with 5 µg/ml 
fibronectin (Sigma-Aldrich) overnight in the incubator  (37°C, 5% CO2). Following 24 hours of 
plating the medium was exchanged with differentiation medium (DMEM/F12 with 1% N2-
supplement, 1µg/ml tetracycline, 0.49 mg/ml dibutyryl cyclic AMP, Sigma-Aldrich, and 2 ng/ml 
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GDNF, R&D Systems). Four days after differentiation the medium was exchanged and infected with 
AAV2_EGFP as control and AAV2-hSyn- IκBα- mutant viruses at a concentration of 1010 GU/ml. 
After 5 days of infection the cells were lysed and the total protein was used to investigate the IκBα 
expression by westernblot. 
 
Metabolic measurement 
We measured the effect of the AAV-2 IκBα-mt on metabolic rate. Accordingly, carbon dioxide 
production (VCO2) and oxygen consumption (VO2) were measured in metabolic cages (~5 l vol.). 
Measurements were taken continuously for 24 hours with a constant ambient temperature of 23°C. 
The air flow in the cage was adjusted to ~42 l/h and continuously monitored. The procedure has been 
described in detail previously (27). 
 
In-situ hybridization 
To determine the mRNA expression of IκBα and SOCS-3 (suppressor of cytokine signalling 3) in the 
ARC we performed in-situ hybridization on coronal brain sections. As previously described (28), 
forebrain sections (16 μm) were collected throughout the extent of the ARC on to a set of twelve 
slides, with twelve sections mounted on each slide. Accordingly, the slides spanned the hypothalamic 
region approximating from −2.8 to −1.22 mm relative to Bregma according to the atlas of the mouse 
brain (29). In-situ hybridizations and analysis was performed as described previously (28). 
 
Body composition 
To analyse body composition, mice were anaesthetized with isoflurane (CP-Pharma) and were 




For a possible interaction of butein with central insulin signalling, we investigated the phosphorylation 
of AKT in the ARC after butein treatment. Therefore, Lep
ob/ob
 mice were fasted for 16 hours and 
received icv either butein (5nmol in 1µl aCSF/ 5% DMSO) or vehicle (1µl aCSF/ 5% DMSO) 30 
minutes before transcardial perfusion (n= 7/group). Immunohistochemistry was carried out on mouse 
brain coronal cryosections as described previously (23;30), using an anti-(phospho-AKT Ser
473
) 
antibody (Cell Signaling Technology, catalogue number 4058). 
 
Statistics 
The data were analysed by one way ANOVA followed by a Holm–Sidak comparison test, as 
appropriate, using SigmaStat statistical software (Jandel). Where data failed equal variance or 
normality tests, they were analysed by one-way ANOVA on ranks followed by Dunn's multiple 
4. Relevante Manuskripte und Publikationen                                                                          4.5 
 
118 
comparison test. The body weight data were analysed by Repeated Measurements two-way ANOVA. 
The results are presented as means±S.E.M. and differences were considered significant if P≤ 0.05. 




The flavonoid butein improves glucose homeostasis 
Hypothalamic NF-κB signalling is associated with obesity and the impairment of insulin- and leptin 
signalling (13;14;17-19). As an intitial approach we tested whether nutritive inhibition of the of the 
IKK / NF-κB pathway.by butein affects glucose homeostasis.. Butein dose-dependently improved 
glucose tolerance in glucose intolerant, leptin deficient (Lep
ob/ob
) mice as revealed by the ipGTT 60 
min after oral administration.. The two lower doses (0.08mg/kg and 0.8mg/kg) revealed a trend 
towards improved glucose tolerance compared with the vehicle treated group whereas the higher dose 
(8mg/kg) significantly improved glucose tolerance in these mice relative to vehicle treated controls 
(Fig. 1a, n=8 animals/group, P= 0.009). After this initial characterization, we sought to determine 
whether the effect of butein on glucose homeostasis was mediated through a central mechanism. 
Therefore, Lep
ob/ob 
mice received icv butein (5nmol), 30 min prior to glucose and an ipGTT was 
performed. Indeed, acute icv administration of butein also improved glucose tolerance in Lep
ob/ob
 mice 
compared with the Lep
ob/ob 
vehicle treated group (Fig. 1b, n= 8/group, P= 0.007). We next investigated 
whether the glucose lowering properties of butein are mediated through interaction with hypothalamic 
insulin signalling. The number of cells positive for phospho-AKT (Ser
473
) as a marker for PI3K 
activation (23),, was strikingly increased in the ARC after central administration of butein (5nmol in 
1µl aCSF) by 66% relative to the vehicle (1µl in aCSF) treated Lep
ob/ob
 mice (Fig. 1c, P= 0.003, 
n=7/group). 
To verify that the glucose lowering capacity of butein is not restricted to Lep
ob/ob
 mice, we assessed its 
effect on glucose homeostasis in DIO mice. Icv injection of butein (5nmol) 30 min prior to the ipGTT 
improved glucose tolerance significantly relative to the vehicle treated group on the same diet (P= 
0.008) so profoundly that no difference could be detected to the vehicle treated cohort on the LFD 
group (Fig. 1d, n= 5-7/group). 
 
Over expression of IκBα-mt decelerates diet induced obesity 
The ARC represents a key brain region for neuronal control of energy and glucose homeostasis. To 
test whether NF-κB- mediated inflammation in the ARC affects glucose- and energy- homeostasis, we 
inhibited NF-κB signalling via ARC-directed injection of 4*1010 genomic units of either AAV2– 
IκBα-mt (n= 6) or a control AAV2 virus (n=10) into 8-week-old wild-type mice. Neuron specific 
expression of IκBα-mt mRNA was facilitated by the human synapsin-1 promoter to restrict the 
expression to neurons. After 12 days on standard chow diet, both groups of mice did not differ in body 
weight and were switched to HFD for 50 days (Fig. 2a). Immediately after the shift to HFD, an 
elevation of the body weight trajectory occurred in both groups. However, the increase in body weight 
induced by the HFD was decelerated in AAV2– IκBα-mt mice compared with the mice that received 
the control virus. This effect became significant within 17 days after receiving the HFD and reached a 
plateau value of 10% less than the controls by day 38 which was sustained until the end of the study. 
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DEXA analysis revealed a significant reduction of body fat mass (Fig. 2b, P= 0.027) by approximately 
35% of the IκBα-mt group relative to the control cohort, whereas lean mass, bone mineral content 
(BMC) and bone mineral density (BMD) was not unaltered (Fig. 2c, d and e) by adeno-associated over 
expression of IκBα-mt in the ARC. 
 
Over expression of IκBα-mt improves glucose homeostasis 
Basal blood glucose levels were lower in the AAV2– IκBα-mt mice compared with the HFD controls 
(Fig. 3a, P= 0.033). To determine whether NF-κB signalling in the ARC alters neuronal control of 
glucose homoeostasis, we performed an ipGTT in these mice on the 48
th
 day after viral injection Viral 
over-expression of IκBα-mt in the ARC improved glucose tolerance in comparison with the controls 
(Fig. 3b, P= 0.011). Furthermore, the insulin tolerance test revealed that the clearance rate of glucose 
was significantly increased in the AAV2– IκBα-mt mice relative to the AAV2-EGFP mice (Fig. 3c, 
P= 0.027).  
 
Metabolic measurements 
The mediobasal hypothalamus regulates energy balance by adjusting food intake to the metabolic 
needs (3;5-7;9). To explore whether ARC-directed IκBα over-expression alters metabolism, various 
metabolic markers were assessed. During the period of the metabolic measurements (day 33 - 34 after 
viral injection) no difference in food intake between AAV2– IκBα-mt- (3.00g ± 0.2g / 24h)and AAV2-
EGFP- mice (2.92g ± 0.09g /24h) could be detected (Fig. 4a). However, average metabolic rate, 
measured as oxygen consumption, was increased by 13% in AAV2– IκBα-mt mice (90.2 ± 4.5 ml O2 
h
-1
) relative to the AAV2-EGFP mice (79.5 ± 2.7 ml O2 h
-1
, Fig. 4b, P= 0.049). Furthermore, daily 
energy expenditure in these mice was also elevated by 13% (43.3 ± 2.2 kJ/g) relative to AAV2-EGFP 
controls (38.2 ± 1.3 kJ/g, Fig. 4c, P= 0.049), whereas the respiratory quotient was not different 
between the group (AAV2– IκBα-mt, 0.84 ± 0.008 vs. AAV2-EGFP, 0.85 ± 0.002, Fig 4d). In 
addition, resting metabolic rate (RMR) was elevated in the AAV2– IκBα-mt group (70.5 ± 2.4 ml O2 
h
-1
) relative to AAV2-EGFP controls (62.0 ± 2.1 ml O2 h
-1
, Fig 4e, P= 0.038) which equals a 14% 
increase. A correction for the influence of body weight by calculating the RMR/g body weight 




) relative to the 




,Fig. 4f, P= 0.006). To exclude that the detected 
metabolic changes are not secondarily based on altered activity between the groups, the maximal 
oxygen consumption was assessed. Complying with unaltered activity the maximal oxygen 
consumption did not differ between AAV2– IκBα-mt mice (173.8 ± 17.4 ml O2 h
-1
) relative to the 
AAV2-EGFP controls mice (153.1 ± 8.8 ml O2 h
-1
, Fig. 4 g).  
 
Arcuate gene expression of suppressor of cytokine signalling 3 is decreased in response to ARC-
directed IκBα-mt over-expression 
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To test whether Arc-directed adeno-associated viral over-expression of IκBα-mt might alter leptin 
sensitivity on a molecular level, we investigated the expression of suppressor of cytokine signalling 3 
(SOCS-3), as the most prominent inhibitor of leptin signalling (31;32). In-situ hybridization analysis 
revealed that SOCS-3 mRNA was decreased by 35% in the ARC of AAV-2 IκBα-mt mice relative to 
controls (Fig. 4, P=0.029). 
 




Obesity and related metabolic disorders are largely the result of overconsumption of energy dense 
foods which are high in sugar and long chain saturated fats. Diet-induced obesity leads to insulin 
resistance with numerous studies showing that both obesity and insulin resistance are related to the 
presence of a low-grade inflammatory state (33). Some studies have shown that obesity is associated 
with inflammation in the hypothalamus (10-14), the central regulator of whole body energy- and 
glucose homeostasis (3-9). It appears that saturated fatty acids may directly activate the toll-like-
receptor-4 (34) which subsequently leads to the activation of the downstream JNK and IKKβ/NF-κB 
cascade (13;19;35). In particular modulation of the IKKβ / NF-κB pathway at the level of IKKβ and 
the upstream adaptor regulatory protein MyD88 suggested that this cascade, once activated induces 
diet-induced resistance to the adiposity signals leptin and insulin (14;18).  
While accumulating evidence supports the hypothalamic inflammation theory, studies involving a 
nutritive and genetherapeutic approach to functionally assess whether direct inhibition of this cascade 
leads to metabolic improvements, are scarce. As a nutritive intervention strategy to combat 
experimental glucose intolerance in genetic and dietary mouse-models of obesity we identified the 
flavonoid butein as a potent glucose lowering agent. Dose dependent enteral and icv application of 
butein improved glucose tolerance at a similar magnitude in Lep
ob/ob 
-mice (Fig. 1a and b), suggesting 
that the glucose lowering effect of this substance is mediated via central signalling events. Indeed, we 
identified activation of central insulin signalling as demonstrated by an increase in the number of cells 
positive for phospho-AKT (Ser473, Fig. 1c) upon icv butein administration within the ARC which 
supports this hypothesis. The very potent glucose lowering potential of butein is supported by the 
finding that HFD-induced glucose intolerance was reversed after icv butein administration (Fig. 1d). 
Since the anti-inflammatory properties of butein are mediated via inhibition of the IKKβ / NF-κB 
pathway (21) we tested the hypothesis as to whether chronic genetherapeutic inactivation of this 
cascade in neurons of the ARC might prevent HFD-induced metabolic derangements in mice. As a 
genetherapeutic intervention we over-expressed the regulatory molecule IκBα, which lingers NF-κB in 
the cytoplasm. Constitutive binding of NF-κB to IκBα was facilitated by the generation of a mutant 
IκBα construct which can not be phosphorylated by the upstream kinase IKKβ due to exchange of the 
inhibitory phosphorylation sites Serine 32 and Serine 36 to Alanine. Adverse effects by viral induced 
inflammation were circumvented by the use of AAV2 which do not cause adverse local immune in 
contrast with e.g. adenovirus (36). Indeed, ARC-directed over-expression of IκBα-mt partially 
protected from HFD-induced weight gain (Fig. 2a) which was exclusively caused by a reduction in 
body fat mass (Fig. 2b), without changes in body lean mass, BMC and BMD (Fig. 2c, d and e). 
Notably, parallel to the effects of butein also chronic inactivation of the NF-κB pathway in the ARC 
improved glucose tolerance and additionally led to a reduction in basal blood glucose levels (Fig. 3a 
and b), confirming the therapeutic glucose lowering potential of central IKKβ / NF-κB pathway 
inhibition. Although also systemic low grade inflammation involving IKKβ / NF-κB cascade is 
4. Relevante Manuskripte und Publikationen                                                                          4.5 
 
123 
associated with high fat feeding, blockade of this pathway exclusively in neurons of the ARC is 
sufficient to ameliorate HFD-induced glucose- and insulin- intolerance, confirming the central role of 
this brain region in regulating whole body glucose homeostasis. 
Since food intake did not differ between the AAV2- IκBα-mt- and AAV2-EGPF- mice (Fig. 4a) we 
hypothesized that the catabolic effects of IκBα-mt over-expression must be assigned to an increase in 
energy expenditure. Indeed, average metabolic rate, measured as oxygen consumption, and energy 
expenditure were increased in the AAV2- IκBα-mt mice relative to the AAV2-EGPF- mice (Fig. 4b 
and c). The respiratory quotient was unaltered between both groups (Fig. 4d), suggesting that the 
observed effects are not based on different substrate utilization. To distinguish whether the increased 
energy expenditure is due to an elevated basal energy requirement or altered physical activity, we 
measured RMR and maximal oxygen consumption. While ARC-directed over-expression of IκBα-mt 
led to a marked increase in RMR (Fig. 4e and f), maximal oxygen consumption was unaltered (Fig. 
4g), suggesting a selective elevation in basal energy requirement by blockade of the NF-κB pathway in 
the ARC, without changing physical activity. The ARC-directed IκBα-mt over-expression, which was 
restricted to neurons led to the profound metabolic alterations. This suggests that neuronal 
inflammation, involving the IKKβ / NF-κB pathway, contributes to the development of DIO-induced 
metabolic syndrome. However, whether IKKβ / NF-κB signalling in different neuron populations 
within the ARC differentially alter glucose- and energy- metabolism remains to be identified in future 
studies.    
Some of the glucose lowering effects of butein were similar to leptin, which contributes to the 
maintenance of glucose homeostasis (23;37-40). For instance, we recently showed that leptin exhibits 
a potent acute glucose lowering capacity in leptin deficient mice, which was associated with an 
increased number of pAKT immunoreactive cells in the ARC, thereby sensitizing insulin action (23). 
It is plausible that diet-induced hypothalamic inflammation leads to relative leptin insensitivity, 
involving NF-κB-mediated transcription of the most prominent leptin inhibitor, SOCS-3 (31;32), 
which is a target gene regulated by this transcription factor (14). Inhibition of IKKβ / NF-κB 
signalling in the ARC was associated with a reduction of SOCS-3 expression in this nucleus (Fig. 5). 
This together with the fact that leptin increases energy expenditure and oxygen consumption (41) 
supports the speculation that the catabolic actions of this metabolic manipulation might be mediated 
by restoration of leptin sensitivity, despite ongoing high fat feeding. Future studies focusing on the 
possible restoration of leptin singalling by inhibition of hypothalamic inflammation are urgently 
required.  
Taken together, combining nutritive and genetherapeutic inhibition of the central IKKβ / NF-κB 
pathway our data strongly support the hypothalamic inflammation theory and might provide novel 
tools to combat HFD-induced metabolic disorders.      
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Figure 1. The chalcone butein improved glucose tolerance. 
a: Leptin deficient mice received oral, via stomach tube, butein in three different concentrations (0.08 
mg/kg body weight in PBS/ 5% ethanol, black circles, 0.8mg/kg, dark grey circles, 8mg/kg, light grey 
circles) 1h before ipGTT was performed. Oral administration of butein dose dependently improved 
glucose tolerance in Lep
ob/ob
 compared with vehicle treated mice (open circles, n=8/group). Shown are 
glucose concentrations (left panel) and associated area under the curve (right panel) during ipGTT. 
b: A central injection of the butein improved glucose tolerance in Lep
ob/ob
 mice. IpGTT was performed 
30 min after administration of butein (5nmol in 5%DMSO/aCSF, black circles) or vehicle (5%DMSO 
in aCSF, open circles) into the lateral ventricle (n= 8/group).  
c: Icv administration of butein increased hypothalamic insulin signalling. Immunohistochemistry was 
performed on brain sections of Lep
ob/ob
 mice after central administration of butein (5nmol in 
5%DMSO in aCSF) or vehicle (5%DMSO in aCSF), 30 minutes before transcardial perfusion. Inserts 
depict representative images of immunoreactivity of phospho-AKT (Ser473) in the ARC. The bar 
graph shows the counted cells in the ARC that were immunoreactive for phospho-AKT (Ser473) 
d: The same treatment, as used in leptin deficient mice, also improved glucose tolerance in wild-type 
mice fed a high fat diet for three weeks (black circles) compared with vehicle treated mice (grey 
circles) without significant difference to mice on LFD (open circles, n=5-7/group). ip: intraperitoneal; 
GTT: glucose tolerance test; icv: intracerebroventricular; aCSF: artificial cerebral spinal fluid; HFD: 
high fat diet; LFD low fat diet; Lep
ob/ob
 mice: leptin-deficient mice. Data show means ± SEM, **P≤ 
0.01, ***P≤ 0.001. 
 
Figure 2. Neuron-specific AAV2-mediated over-expression of IκBα-mt in the ARC decelerated 
diet induced obesity 
a: Wild-type mice were stereotaxically injected into the bilateral halves of the ARC with 2×250nl of 
AAV2 virus expressing IκBα-mt (n=6) or EGFP as a control (n=10). Shown are the body masses of 
EGFP- and IκBα-mt –over-expressing animals maintained on a chow diet (ad libitum) for 12 days 
followed by 50 days on an HFD (ad libitum). 
b: DEXA scan revealed that body fat mass decelerated after treatment with AAV2– IκBα-mt virus on 
HFD (b), whereas lean mass(c), bone mineral density (BMD, d) and bone mineral content (BMC, e) 
did not change. ARC: Arcuate nucleus; AAV: adeno-associated virus; IκBα-mt: IκBα –mutant; 
DEXA: dual-emission X-ray absorptiometry; HFD: high fat diet; GTT: glucose tolerance test; ITT: 
insulin tolerance test; MS: metabolic measurements. Results are means±S.E.M., *P≤0.05. 
 
Figure 3. Over-expression of IκBα-mt in the ARC improved whole body glucose homeostasis 
a: After 36 days of HFD, mice over-expressing IκBα-mt exhibit decreased blood glucose levels. The 
glucose tolerance test (b) performed on day 48 after surgery on HFD, revealed improved glucose 
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tolerance in AAV2– IκBα-mt mice compared with AAV2–EGFP mice. Mice over-expressing IκBα-mt 
exhibit enhanced insulin sensitivity as the insulin tolerance test (c) demonstrated. Shown are glucose 
concentrations (left panel) and associated area under the curve (right panel) during ip-GTT. ARC: 
Arcuate nucleus; AAV: adeno-associated virus; IκBα-mt: IκBα –mutant; HFD: high fat diet. Results 
are means±S.E.M., *P≤0.05. 
 
Figure 4. Metabolic measurements 
After 3 weeks of HFD the metabolic measurements revealed that food intake (a) was not affected. 
Average metabolic rate (b) and energy expenditure (c) were increased in the AAV2 IκBα-mt mice 
compared with the AAV2–EGFP mice, whereas respiratory quotient (d) was unaltered. Mice over-
expressing IκBα-mt in the ARC show elevated resting metabolic rate (e) and resting metabolic rate /g 
body weight (f) compared with vehicle treated mice, while maximal oxygen consumption was not 
affected (g). ARC: Arcuate nucleus; AAV: adeno-associated virus; IκBα-mt: IκBα –mutant; HFD: 
high fat diet. Results are means±S.E.M., *P≤0.05, ***P≤ 0.001. 
 
Figure 5. ARC directed neuronal over-expression of IκBα-mt decreased SOCS-3 mRNA 
expression 
IκBα-mt over-expression led to a decrease in SOCS-3 gene expression in the ARC. Representative 
autoradiographies of coronal brain sections exposed to 
35
S-labelled riboprobe against SOCS-3. Insets 
depict localization within the ARC of mice treated with AAV2–EGFP or an AAV2– IκBα-mt. Semi-
quantitative analysis of gene expression of SOCS-3 is presented in the bar graph as percentage of 
AAV2–EGFP. ARC: Arcuate nucleus; AAV: adeno-associated virus; IκBα-mt: IκBα –mutant; SOCS-
3: suppressor of cytokine signalling 3. Results are means±S.E.M., *P≤0.05. 
 
Suppl Fig.: Validation of AAV2- IκBα-mt expression 
IκBα transcription was controlled by the neuron-specific synapsin promoter. (a) Confocal image 
showing LUHMES cells expressing EGFP after 5days of AAV2–EGFP infection. (b) Confirmation of 
AAV2– IκBα-mt over-expression by immunoblotting of total IκBα in primary cortical neurons 5 days 
after infection. The bar graph and the western blot show that the over-expression markedly increases 
the protein content of IκBα, whereas it was almost absent in the AAV2–EGFP treated cells (c) Over-
expression of AAV2– IκBα.mt in-vivo was confirmed by in-situ hybridizations and revealed an 80% 
increase of IκBα in the mediobasal hypothalamus. Shown are representative autoradiographs of mouse 
brain sections after in -itu hybridization to an antisense 
35
S-labelled riboprobe binding to IκBα of 
AAV2–EFGP and AAV2– IκBα-mt mice. For validation each cell culture experiment was repeated 
four times and statistical analysis is represented in the histograms. Results are means±S.E.M. 
***P≤0.001.  
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Central Adiponectin Acutely Improves Glucose Tolerance in Male Mice 
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Adiponectin, an adipocyte-derived hormone, regulates glucose and lipid metabolism. It is also anti-
inflammatory. During obesity, adiponectin levels and sensitivity are reduced. While the action of 
adiponectin in the periphery is well established the neuroendocrine role of adiponectin is largely 
unknown. To address this we analyzed the expression of adiponectin and the two adiponectin 
receptors (AdipoR1 and AdipoR2) in response to fasting (AdipoR1) and to diet-induced and genetic 
obesity. We also investigated the acute impact of adiponectin on central regulation of glucose 
homeostasis. Adiponectin (1µg) was injected intracerebroventricularly (ICV) and glucose tolerance 
tests were performed in dietary and genetic obese mice. Finally, the influence of ICV adiponectin 
administration on central signalling cascades regulating glucose homeostasis and on markers of 
hypothalamic inflammation was assessed. Gene expression of adiponectin and AdipoR1 was down-
regulated in the arcuate nucleus (ARC) of fasted mice. High-fat (HF) feeding increased AdipoR1 and 
AdipoR2 gene expression in this region. In mice on a HF diet and in leptin deficient mice acute ICV 
adiponectin improved glucose tolerance 60 min after injection, whereas normoglycemia in control 
mice was unaffected. ICV adiponectin increased pAKT, decreased pAMPK and did not change 
pSTAT3 immunoreactivity. In HF fed mice, ICV adiponectin reversed parameters of hypothalamic 
inflammation and insulin resistance as determined by the number of pGSK-3β(Ser9) and 
pJNK(Thr183/Tyr185) immunoreactive cells in the ARC and ventromedial hypothalamus. This study 
demonstrates that the insulin sensitising properties of adiponectin are at least partially based on a 
neuroendocrine mechanism that involves centrally synthesised adiponectin. 




Obesity and its co-morbidities, especially type II diabetes, have emerged as major medical problems of 
modern societies (1). Obesity is associated with a profound drop in circulating adiponectin levels (2). 
Adiponectin, which is a potent anti-inflammatory and insulin sensitizing hormone, is at present, the 
only adipokine where circulating concentrations inversely correlate with the body fat mass (3-5). It is 
plausible that the obesity-associated decrease of the insulin sensitizing hormone adiponectin links 
obesity with insulin insensitivity and the development of type II diabetes. Based on the insulin 
sensitising properties of adiponectin, this hormone could be an important therapeutic target for 
metabolic disorders. 
 
While peripheral actions of adiponectin have been thoroughly investigated, studies investigating the 
central properties of this hormone in mediating the regulation of energy balance and glucose 
metabolism are rare. Adiponectin is one of the most abundant hormones in the circulation of non-
obese individuals, and is found in the cerebrospinal fluid (CSF) at a concentration approximately 0.1 
% those in the circulation. Nonetheless, in comparison to other circulating fat derived hormones, such 
as leptin, this CSF concentration is remarkably high (6-9). Adiponectin is detectable in the serum as 
full-length trimers and hexamers either pooled, as low molecular weight adiponectin (LMW) or as 
high molecular weight (HMW) adiponectin multimers or globular adiponectin (gAD) which is 
generated by cleavage of the full-length adiponectin monomers (10-13). The globular form of 
adiponectin has been shown to activate signalling events in hypothalamic neurons and appears to have 
the highest binding affinity for the adiponectin receptor 1 (AdipoR1) (14). A high binding affinity of 
AdipoR2 for gAD has also been found but is lower than that for AdipoR1.  
 
In the periphery adiponectin has been shown to activate AMP-activated protein kinase (AMPK) (14), a 
master switch involved in the regulation of a number of different metabolic processes, including 
carbohydrate, lipid and protein metabolism and aging (15). Emerging evidence suggests that 
adiponectin acts in the brain to decrease body weight mainly by stimulating energy expenditure and 
reducing food intake (16;17). However, together with the origin of adiponectin in the CSF, the nature 
of signalling pathways involved in this phenomenon remain incompletely understood. It is still a 
matter of debate as to whether adiponectin reaches the brain via passage through the blood brain 
barrier (BBB) or whether it is directly expressed in the brain (8). Several recent studies suggest that 
adiponectin is biologically active in the brain as intracerebroventricular (ICV) administration leads to 
an increase in cFos positive cells in the hypothalamus and activation of signalling typical of insulin 
stimulation of the  PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) in rats (16). The effects of adiponectin in the 
CNS seem to be mediated via the AdipoR1 (16). Central inhibition of AdipoR1 decreases adiponectin-
induced activation of PI3K, whereas inhibition of AdipoR2 appears not to affect insulin signalling in 
the hypothalamus (16).  




Adiponectin has also been described to act as anti-inflammatory hormone. We recently demonstrated 
that diet-induced obesity (DIO) in mice is associated with increased pro-inflammatory signalling in the 
mediobasal hypothalamus (MBH) involving phospho-c-Jun N-terminal kinases (pJNK) (18) and 
phospho-glycogen synthase kinase 3 (pGSK3) (19). We therefore hypothesised that the effect of 
adiponectin in the hypothalamus may be via an inhibition of hypothalamic inflammation.  
 
Thus, the aim of the current study was to look more closely at the central actions of adiponectin 
particularly its glucose lowering, insulin sensitizing and anti-inflammatory properties. To measure the 
effects of obesity on adiponectin and adiponectin receptor expression in the hypothalamus we used 
two models of obesity; leptin deficient, Lep
ob/ob
 mice and DIO mice fed a high-fat (HF) diet either 
containing 45% or 60% fat by energy. The effect of fasting on the hypothalamic adiponectin system 
was also tested. Specifically we measured gene expression of adiponectin, AdipoR1, AdipoR2 and 
adaptor protein containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine binding domain, and leucine 
zipper motif 1(APPL1), an important mediator linking adiponectin and insulin signalling. We used in 
situ hybridization to look at gene expression in the ARC, a key region in the mediobasal hypothalamus 
(MBH) that is involved in the regulation of energy and glucose homeostasis. Furthermore, we 
investigated the glucose-lowering properties of ICV adiponectin in these mice assessing the effect of 
central adiponectin on PI3K and AMPK immunoreactivity in the ARC and ventromedial 
hypothalamus (VMH). Finally, we investigated whether ICV adiponectin could acutely reverse the 
elevated pro-inflammatory signals seen in DIO mice in the MBH  
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Materials and Methods 
Animals  
All procedures involving animals were carried out under national animal ethics legislation and 





mice were purchased from Janvier (Le Genest-Saint-Isle; France). They were housed 
individually under a 12/12 light/dark cycle h and an ambient temperature of 23°C. All mice had ad 
libitum access to food and water except for the period of food withdrawal prior to the experiments 
(overnight fasting for 16 h). Mice were fed either a low fat diet (LF); with 10% energy from fat (Kcal), 
a moderate high fat diet (mHF) with 45% from fat or a high-fat diet (HF) with 60% from fat 
(D12450B, D12451 and D12492: respectively Research Diets; Brunswick; New Jersey).  
 
Analysis of gene expression of the adiponectin system in the mediobasal hypothalamus  
Using in situ hybridization (20), we analyzed whether fasting influences central gene expression of 
adiponectin (accession no. NM_145221.2), AdipoR1 (accession no. NM_028320.3) and the adaptor 
protein APPL1 (accession no. AF304466.1). Mice were divided into two groups, the first group were 
fed ad libitum and the second group fasted for 16 h prior to decapitation (n = 6 – 7).  
Additionally, we characterized whether the expression patterns of AdipoR, AdipoR2 (accession no. 
NM_197985.3) and APPL1 were influenced by diet and/or genotype. Eight week old wild-type mice 
were divided into three groups and were fed a LF, a mHF (45 %) or a HF (60 %) diet for 4 weeks. To 
analyze the influence of genetic obesity, a group of eight week old Lep
ob/ob 
mice fed a LF diet were 
used (n = 4-6 mice/group). Mice were killed, brains removed and frozen on dry ice. For in situ 
hybridization brains were cryosectioned at 16µm. The sequences of the primers to generate the 
specific amplicons are provided (Table 1).  
 
Tabe1: Genes with their primer sequences used for riboprobe derivation 
Gene Primer sequence 
Adiponectin Receptor 1 forward:  5’GGCTGAAAGACAACGACTAC3’ (20bp) 
Adiponectin Receptor 1 reverse:  5’ GGAAGAACATCCCGAAGAC3’ (20bp) 
Adiponectin Receptor 2 forward:  5’ GGGCACCAACTTGATGATAC3’ (20bp) 
Adiponectin Receptor 2 reverse:  5’ CCTTCCCACACCTTACAAAC3’ (20bp) 
Adiponectin forward: 5’ GGAATGACAGGAGCTGAAGG3’(20bp) 
Adiponectin reverse: 5’ GTCCCGGAATGTTGCAGTAG3’(20bp) 
APPL1 forward: 5’ CCGATTCCTTGGTTCATATGG3’(20bp) 
APPL1 reverse: 5’ CACGGCAATGGAAATGTGAG3’(20bp) 
 
Acute action of centrally administered adiponectin on glucose tolerance and hepatic glucose 
production  
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Using three different obese and glucose intolerant mouse models, we investigated whether centrally 
administered adiponectin improves glucose tolerance in these mice. The procedure was identical in 
each experiment. One hour prior to an intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) all mice received 
either an ICV injection of adiponectin (1µg in PBS) or vehicle (PBS). Blood was collected by 
puncturing the V. facials and glucose concentration was measured at defined time points using a 
glucometer [Roche; Accu-Check Performa; (21)]. To test whether ICV administered adiponectin alters 
hepatic glucose output, we performed a pyruvate tolerance test in Lep
ob/ob 
mice on LFD (see 
experiment 1).  
In experiment 1 the effect of ICV adiponectin on glucose tolerance of eight week old normoglycemic 
wild-type- (n = 7 - 8 mice/group) or leptin-deficient, glucose intolerant Lep
ob/ob 
mice (n = 9 - 11 
mice/group) on LFD was analyzed. For the ipGTT, mice received 1 g glucose/kg body weight.  
To further asses whether ICV adiponectin alters hepatic glucose output, Lep
ob/ob 
mice received an ip 
pyruvate injection (1.5 mg/kg) sixty minutes prior to acute ICV injection of either adiponectin (1µg 
adiponectin in PBS; n = 5) or vehicle (PBS; n = 6). Blood glucose levels were measured as stated 
above. 
In experiment 2 we analyzed whether ICV adiponectin improves the impaired glucose tolerance during 
diet-induced obesity. Wild-type mice received either a LFD or a HFD for 4 weeks (n = 5 - 7 
mice/group). An ipGTT (1 g glucose/kg body weight) was then carried out with either ICV 
adiponectin or vehicle pre-treatment as described above.  
In the third experiment, we analyzed the effect of central adiponectin in an extreme setting of obesity; 
Lep
ob/ob 
mice fed a 60% HFD. After 10 days of HF feeding an ipGTT (0.75 g glucose/kg body weight) 
with either adiponectin or vehicle pre-treatment was performed as described above (adiponectin n = 9; 
vehicle n = 23).  
 
Acute effects of ICV adiponectin on central signalling cascades involved in energy balance and 
glucose metabolism  
To identify the molecular mechanisms of central adiponectin action, hypothalamic signalling cascades 
which are involved in the regulation of energy and glucose metabolism were analyzed. Mice were 
treated centrally with either adiponectin or vehicle (n = 5-6 mice/group). One hour after ICV 
injections, mice were anesthetized with pentobarbital (Narcoren; Merial GmbH) and perfused with 
0.9% saline containing heparin followed by 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer, pH 7.4. 
Brains were removed and stored in the same solution for about 5 hours followed by dehydration (in 
30% sucrose/0.1 M phosphate buffer). When brains had sunk, they were frozen in isopentane cooled  
over dry ice for 1 min, and sectioned coronally at 35 µm. Brain slices were collected in a series of four 
and stored in cryoprotectant at -20°C. Free-floating sections were incubated in H2O2 diluted in 0.1M 
phosphate buffer followed by incubation in blocking solution (5% normal goat serum, 0.5% Triton X-
100 in phosphate buffer) for 60 min. Sections were incubated with the primary antibody overnight at 
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4°C diluted in blocking-solution [anti-pAKT(Ser473) 1:500 ; anti-pAMPK(Thr172) 1:500; Cell 
Signalling Technology]. After an overnight incubation and rinsing, sections were incubated with a 
secondary goat anti-rabbit antibody for 1-2 h. For pAKT(Ser473) sections were incubated with a 
biotinylated secondary antibody (1:500 in blocking solution containing 3 % normal goat serum, 0.5% 
Triton X-100) followed by ABC solution (Vector Laboratories) for 1 h. To detect pAMPK(Thr172), 
sections were incubated with a HRP-conjugated secondary goat anti-rabbit antibody overnight (1:500 
in blocking solution containing 3 % normal goat serum, 0.5% Triton X-100). Finally, the signal was 
developed by nickel-diaminobenzidine solution (Vector Laboratories), giving a grey/black precipitate. 
Immunoreactive cells in the ARC and the VMH were counted by two investigators blinded to the 
treatments.  
 
For phospho-signal transducer and activator of transcription 3 (pSTAT3) immunostaining an antigen 
retrieval step was necessary. Prior to the blocking step detailed above, sections were pre-treated with 
1% NaOH and 1% H2O2 for 20 min, followed by 0.3% glycine for 10 min and by incubation in 0.03% 
SDS for 10 min (22). The primary antibody for pSTAT3(Tyr705) (Cell Signalling Technology) was 
diluted 1:3000 in blocking solution followed by a biotinylated secondary antibody diluted 1:1000 
using the ABC protocol.  
 
Acute effects of ICV adiponectin on phospho-JNK(Thr183/Tyr185) and phospho-GSK3β(Ser9) 
immunoreactivity in the mediobasal hypothalamus in diet-induced obesity 
Wild-type mice were divided into three groups (n = 5 mice/group). One group were fed a LF diet, and 
two groups fed a HF diet. After 4 weeks on diet, one group of HF mice was injected centrally, as 
described above with adiponectin and the second HF group was injected with vehicle. One hour after 
injection, mice were perfused with 4% paraformaldehyde/phosphate buffer under pentobarbital 
anaesthesia and brains were removed, sectioned and analyzed by immunohistochemistry as detailed 
above. A specific antibody against pJNK(Thr183/Tyr185) or pGSK3β(Ser9) (both diluted 1:1000 in 
blocking solution, anti-pJNK and anti-pGSK3β (Cell Signalling Technology) was used, using the 
protocol specific for the HRP-conjugated secondary antibody as described above.  




Central expression pattern of genes involved in adiponectin signal transduction   
The level of gene expression of adiponectin, AdipoR1 and APPL1 in the ARC was dependent on the 
feeding status of the mice (Fig.1). In ad libitum fed wild-type mice, adiponectin expression was 
detected in the hypothalamic ARC. After food deprivation for 16 h adiponectin gene expression was 
markedly reduced (n = 6 - 7 mice/group; ad libitum vs food deprived P < 0.001). Gene expression of 
AdipoR1 and APPL1 in the ARC was increased in fasted mice compared with ad libitum fed controls. 
The magnitude of changes in mRNA expression was 1.8-fold for AdipoR1 (P = 0.039; Fig. 1b) and 4-
fold for APPL1 (P = 0.019; Fig.1c) in food deprived mice compared with controls. 
We next tested whether diet or genotype may also affect gene expression of adiponectin signalling 
components (Fig.2; n = 4-6 mice/group). Expression of AdipoR1 in the ARC was increased in mice fed 
HFD (60%) over 2-fold compared with LF controls (P = 0.008). In mice fed mHF (45%), expression 
of AdipoR1 was markedly increased in this brain region reaching 3 times that in LF controls (LF vs. 
mHF, P = 0.001; Fig. 2a). There was a significant difference in AdipoR1 gene expression between 
mice on mHF and HF (mHF vs. HF, P = 0.025; Fig.2a). The lack of endogenous leptin had no effect 
on central AdipoR1 gene expression in Lep
ob/ob
 mice compared with wild-type controls (Fig.2a).  
The gene expression of the second adiponectin receptor AdipoR2 was unaffected in mice fed the 60 % 
HF diet, however, gene expression of mice on mHF (45%) was doubled compared with LF mice (LF 
vs. mHF; P = 0.007; Fig.2b). As with AdipoR1 expression in the ARC, lack of leptin did not affect 
gene expression of AdipoR2 (Fig.2b) in this region. AdipoR2 expression was comparable in wild-type 
and Lep
ob/ob
 mice on LFD.  
The downstream target of adiponection signalling, APPL1, was neither influenced by diet nor by 
genotype (data not shown).  
 
Acute actions of ICV adiponectin on glucose tolerance and hepatic glucose production  
Having established that gene expression of  adiponectin, its receptors and the adaptor protein APPL1 
were influenced by feeding status and partially by diet, we next investigated whether ICV adiponectin 
could modulate impaired glucose tolerance during HF vs. LF feeding in wild-type and in Lep
ob/ob
 mice. 
In all mouse models of obesity used, ICV adiponectin consistently improved the impaired glucose 
tolerance (Fig.3). In glucose intolerant Lep
ob/ob 
mice fed a LF diet (n= 9-11 mice/group) acute ICV 
adiponectin markedly improved glucose tolerance. The AUC in these mice was significantly decreased 
compared with vehicle treated Lep
ob/ob 
mice (P = 0.01; Fig.3a).  
In normoglycemic wild-type mice fed a LF diet ICV adiponectin had no effect and did not lead to 
hypoglycaemia (Fig.3a; n = 7-8 mice/group).  
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Additionally, in glucose intolerant Lep
ob/ob 
mice the effect of ICV adiponectin on hepatic glucose 
production (n = 5-6 mice/group) using a pyruvate tolerance test was tested. By using pyruvate, a 
substrate for gluconeogenesis, it is possible to measure the rate of glucose production reflecting 
hepatic glucose output. Central adiponectin application led to a significantly reduced glucose 
excursion compared with the vehicle treated Lep
ob/ob 
mice (P = 0.006; Fig. 3b).  
 
Next we investigated whether the glucose lowering properties of ICV adiponectin are also present in 
DIO mice. As expected, four weeks of HF feeding significantly impaired the glucose tolerance of mice 
(LF vehicle vs. HF vehicle P < 0.001; Fig.3c). Centrally-administered adiponectin 60 min prior to an 
ipGTT acutely improved the impaired glucose tolerance in these mice (HF adiponectin vs. HF vehicle 
P = 0.002; n = 5-7 mice/group) so that the glucose clearance rate was comparable to that observed in 
normoglycemic mice on LF diet (LF vehicle vs. HF adiponectin = n.s, HF vehicle vs. LF vehicle P < 
0.001).   
 
We next tested whether central adiponectin can also improve glucose tolerance in mice in an extreme 
state of obesity and glucose intolerance; Lep
ob/ob 
mice fed a HF diet. Consistent with the findings 
above, ICV adiponectin, in these mice, robustly improved glucose tolerance. The calculated AUC of 
DIO Lep
ob/ob 
mice treated centrally with adiponectin was significantly decreased compared with 
vehicle treated controls (P = 0.045; Fig.3c; n = 9-23 mice/group).  
 
Acute effects of centrally-administered adiponectin on central signalling cascades involved in 
energy regulation and glucose metabolism 
Since centrally-administered adiponectin exhibited potent glucose-lowering properties; we next 
investigated the underlying neurochemical mechanism in the glucose intolerant Lep
ob/ob
 mouse. ICV 
adiponectin led to a non significant 1.7-fold increase in the number of pAKT(Ser473) immunoreactive 
cells in the ARC of Lep
ob/ob
 mice relative to vehicle (vehicle vs adiponectin P = 0.065; Fig. 4a; n = 5-6 
mice/group). In the VMH we observed a significant 2.4-fold increase in the number of pAKT(Ser473) 
immunoreactive cells in adiponectin treated Lep
ob/ob
 mice compared with controls (vehicle vs. 
adiponectin P = 0.02; Fig. 4b; n = 5-6 mice/group).  
 
The number of pAMPK(Thr172) immunoreactive cells was significantly reduced by 1.5-fold in the 
ARC (P = 0.018) and by 2.5-fold in the VMH (P = 0.005) after ICV adiponectin treatment compared 
with vehicle (Fig. 4c, d, n = 13 / group).  
In contrast to the rise in pAKT immunoreactivity and the decrease in pAMPK, the number of 
pSTAT3(Try705) immunoreactive cells in both hypothalamic nuclei was unaffected by adiponectin 
treatment and only very few pSTAT3(Try705) immunoreactive cells were detected in the ARC (Fig. 
4e), whereas staining in the VMH was undetectable (data not shown). 




Acute effects of ICV adiponectin on pro-inflammatory signalling in DIO 
To identify whether adiponectin affects pro-inflammatory signalling in the MBH in obesity, we 
investigated the pattern of pJNK(Thr183/Tyr185) and pGSK3β(Ser9) immunoreactivity after acute 
ICV adiponectin administration (n = 5 / group). This experiment was performed in DIO mice which 
exhibit increased pro-inflammatory signalling. We previously reported that HFD feeding leads to an 
increase in the number of pJNK(Thr183/Tyr185) and a decrease in the number of pGSK3β(Ser9) 
immunoreactive cells in regions of the MBH (18;19) which is associated with activation of pro-
inflammatory signalling pathways.  
 
Consistent with our previous findings (18), HF feeding was associated with an increase in the number 
of pJNK(Thr183/Tyr185) cells in the ARC (P = 0.001) and VMH (P = 0.043) compared with control 
mice on LF diet (Fig. 5a,b). ICV adiponectin acutely reduced the elevated number of 
pJNK(Thr183/Tyr185) positive cells in the ARC of these mice (HF vehicle vs. HF adiponectin, P = 
0.019). Notably, in the ARC, the number of pJNK(Thr183/Tyr185) positive cells was reversed to 
levels of LF after this treatment (P = 0.06; Fig. 5a). In the VMH, centrally administered adiponectin 
totally reversed the diet-induced increase in pJNK(Thr183/Tyr185) immunoreactive cells to levels 
exhibited by LF mice (HF vehicle vs. HF adiponectin; P = 0.045; Fig.5b). Consistent with previous 
findings (19), HF feeding led to a decrease in the number of pGSK3β(Ser9) immunoreactive cells in 
the ARC (HF vehicle vs. LF vehicle P = 0.026; Fig.5c) and VMH (HF vehicle vs. LF vehicle P = 
0.002; Fig.5d) by approximately 30 % indicating an elevated GSK3 activity in these mice. ICV 
adiponectin totally reversed these diet-induced alterations in the number of pGSK3β(Ser9) positive 
cells in the ARC (HF vehicle vs. HF adiponectin P < 0.001; Fig.5c) and VMH (HF vehicle vs. HF 
adiponectin P = 0.012; Fig.5d) to levels seen in mice on the LF diet.  




It is well established that the anti-inflammatory hormone adiponectin sensitizes the action of insulin in 
peripheral tissues (23;24). Circulating adiponectin levels are inversely correlated with the size of body 
fat stores thereby linking obesity to insulin insensitivity and the development of type II diabetes 
(3;25). Although peripheral effects of adiponectin on glucose- and energy metabolism are well 
characterised, the precise action of adiponectin in the CNS remains uncertain (25). While some 
evidence suggests that adiponectin acts centrally to control metabolism, it has not yet been 
satisfactorily determined whether adiponectin is expressed in the brain. Neumeier M et al. described 
adiponectin to be 1000-fold lower in mouse and human cerebrospinal fluid (CSF) than in the 
peripheral circulation (8). Compared with other hormones e.g. leptin (~ 100 pg/ml), the absolute 
adiponectin concentration in CSF (~100ng/ml) is still about 1000-fold higher suggesting a potent 
biological activity of adiponectin in the brain (17). Despite this high concentration of adiponectin in 
the CSF, adiponectin gene expression  has not been detected in the human brain indicating transport 
across the blood brain barrier must occur (8). In contrast to humans, emerging evidence suggests that 
adiponectin is expressed in the brain of mice (26). These apparent controversial findings might be 
explained by the regulation of adiponectin gene expression by feeding status. In our experiments, 
adiponectin expression was only detectable in the ARC of ad libitum fed mice, whereas fasting led to 
a reduction in gene expression levels which was virtually undetectable. The physiological relevance of 
adiponectin expression in the hypothalamus remains uncertain. Bauche et al. suggested that 
adiponectin might regulate its own expression as transient over-expression of adiponectin in young 
mice was associated with a decreased adiponectin gene expression, protein content in fat depots and 
serum adiponectin during adulthood (27). This potential auto-regulation of the adiponectin gene may 
account for the down-regulation of central adiponectin expression seen after 16 h food deprivation in 
the present study as CSF concentrations of adiponectin were reported to be elevated after 8 h fasting in 
mice. 
 
It was reported that central injection of adiponectin robustly reduces food intake (16) and increases 
energy expenditure (17). Thus, down-regulation of adiponectin gene expression in the ARC after 
fasting might compensate for the catabolic action of adiponectin in the MBH. This indicates a 
regulatory mechanism distinct from the reported peripheral regulation processes. In the periphery, 
during fasting or caloric restriction, circulating adiponectin and expression in adipose tissue is 
elevated, which may convey the beneficial properties of adiponectin on whole body glucose and 
energy homeostasis (28;29).  
 
In contrast to adiponectin, AdipoR1 expression appears to be similarly regulated in peripheral and 
central insulin target regions. Caloric restriction significantly increased the expression of AdipoR1 in 
liver and skeletal muscle (30;31). We found that fasting was also associated with increased AdipoR1 
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gene expression in the ARC. HF feeding, however, was also associated with increased AdipoR1 
expression in the ARC, intriguingly this effect was exacerbated in mice on the 45% fat diet compared 
with those on the 60% fat diet. The 45% fat diet was also effective in increasing AdipoR2 gene 
expression in the ARC whereas on the 60% fat diet no change was observed compared with the LFD 
controls. A DIO-associated increase in central AdipoR1 is in line with data derived from studies in the 
periphery, where HF feeding was associated with an increase in AdipoR1 expression in liver and 
skeletal muscle of HF fed rodents compared with LF controls (32;33). Apart from nutrition-related 
regulation of AdipoR1 and AdipoR2, we also investigated whether the central expression of these 
receptors is regulated by endogenous leptin. Surprisingly, in our study AdipoR1 and AdipoR2 
expression in the ARC was not different in the ARC of Lep
ob/ob 
compared with wild-type mice, 
although circulating adiponectin levels and the expression of the peripheral adiponectin receptors have 
been reported to be significantly reduced in these mice. In contrast, Kubota et al. reported that central 
expression of AdipoR1 and AdipoR2 was significantly decreased in Lep
ob/ob
 mice compared with wild-
type mice (34). This apparent discrepancy may be explained by termination of the experiments during 
a different circadian phase (35;36). Gene expression of the adaptor protein APPL1 was only affected 
by nutritional status. Acute 16 h fasting increased the expression of APPL1, whereas dietary fat 
content or endogenous leptin levels did not affect the expression indicating that mRNA expression of 
this adaptor protein is not affected by HF diet or leptin treatment.  
 
Having established that adiponectin and adiponectin receptor expression are regulated by acute 
feeding conditions and chronic HF feeding, we hypothesised an important role for central adiponectin 
in the regulation of whole body glucose homeostasis. In agreement with this hypothesis, ICV 
adiponectin acutely improved glucose tolerance in Lep
ob/ob
 mice. This finding is consistent with a 
study by Qi et al. who demonstrated that ICV adiponectin improved basal blood glucose levels in 
these mice (17). Intriguingly, in wild-type mice fed a HF diet that exhibit profound central leptin 
resistance in terms of its glucose lowering potential (Koch CE; unpublished data), central adiponectin 
potently improved glucose homeostasis. It has been reported that peripheral adiponectin sensitivity 
was reduced in mice fed a HF diet. Also in the case of extreme obesity and glucose intolerance, as 
exhibited by Lep
ob/ob
 mice fed a HFD for 10 days, adiponectin retained its glucose lowering properties.  
 
We next investigated whether ICV adiponectin affects hypothalamic insulin signalling and pro-
inflammatory pathways. Coope et al. had previously shown that central adiponectin elevates protein 
levels of the insulin signalling target pAKT(Ser473) in rat hypothalamic lysates (16). Using 
immunohistochemistry, we demonstrated that in mice ICV adiponectin increased the number of 
pAKT(Ser473) positive cells in the ARC and VMH. Interestingly, the most documented molecular 
target of adiponectin, pAMPK(Thr172), was inversely regulated by adiponectin, with the number of 
pAMPK(Thr172) cells decreased in these regions compared with vehicle-treated mice. This down-
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regulation of pAMPK(Thr172) in response to ICV adiponectin in the MBH is in contrast to peripheral 
action of this hormone and one previous study that investigated the central effects of adiponectin on 
AMPK after peripheral administration of the hormone (34). These differences could be explained by 
an opposite action of adiponectin in the periphery and in the brain. Our findings clearly show reduced 
AMPK activity after ICV adiponectin administration which agrees with the general catabolic action of 
central adiponectin  similar to both central insulin and leptin which have a potent catabolic action and 
reduce pAMPK(Thr172) in the MBH (37).  
 
The known catabolic action of central adiponectin appears to be independent of the JAK2/STAT3 
pathway which mediates the anorexgenic effect of leptin as ICV adiponectin did not affect the number 
of pSTAT3(Tyr705) immunoreactive cells in the ARC or VMH. Thus, it is likely that the catabolic 
function of adiponectin is mediated by hypothalamic AMPK which is known to be involved in the 
regulation of food intake (37). 
 
As previously described adiponectin improves glucose intolerance in mice fed a HF diet. Since HF 
feeding is associated with inflammation in the MBH (38), we hypothesised that central adiponectin 
may reverse the HFD induction of important pro-inflammatory markers, such as JNK and GSK3 
(18;19). Consistent with this hypothesis, ICV administration of adiponectin, lowered the HF induced 
increase in the number of pJNK immunoreactive cells in the ARC and VMH. Also the reduced 
number of pGSK3 immunoreactive cells seen in HFD mice was fully reversed by ICV adiponectin. 
We have previously shown that increased activity of JNK and GSK3 in the MBH is associated with 
impaired whole body glucose homeostasis (18;19). Therefore, it is plausible that one of the ways in 
which adiponectin exerts its glucose-lowering properties is by reversing pro-inflammatory signalling 
in the MBH. Taken together these data clearly demonstrate that adiponectin plays a crucial role in the 
neuroendocrine regulation of glucose homeostasis providing an important link in the interaction of 
obesity and insulin insensitivity. 
 





 1.  Chan JC, Malik V, Jia W, Kadowaki T, Yajnik CS, Yoon KH, Hu FB 2009 Diabetes in 
Asia: epidemiology, risk factors, and pathophysiology. JAMA 301:2129-2140 
 2.  Trayhurn P, Beattie JH 2001 Physiological role of adipose tissue: white adipose tissue as an 
endocrine and secretory organ. Proc Nutr Soc 60:329-339 
 3.  Arita Y, Kihara S, Ouchi N, Takahashi M, Maeda K, Miyagawa J, Hotta K, Shimomura 
I, Nakamura T, Miyaoka K, Kuriyama H, Nishida M, Yamashita S, Okubo K, 
Matsubara K, Muraguchi M, Ohmoto Y, Funahashi T, Matsuzawa Y 1999 Paradoxical 
decrease of an adipose-specific protein, adiponectin, in obesity. Biochem Biophys Res 
Commun 257:79-83 
 4.  Hotta K, Funahashi T, Bodkin NL, Ortmeyer HK, Arita Y, Hansen BC, Matsuzawa Y 
2001 Circulating concentrations of the adipocyte protein adiponectin are decreased in parallel 
with reduced insulin sensitivity during the progression to type 2 diabetes in rhesus monkeys. 
Diabetes 50:1126-1133 
 5.  Hu E, Liang P, Spiegelman BM 1996 AdipoQ is a novel adipose-specific gene dysregulated 
in obesity. J Biol Chem 271:10697-10703 
 6.  Ebinuma H, Miida T, Yamauchi T, Hada Y, Hara K, Kubota N, Kadowaki T 2007 
Improved ELISA for selective measurement of adiponectin multimers and identification of 
adiponectin in human cerebrospinal fluid. Clin Chem 53:1541-1544 
 7.  Kusminski CM, McTernan PG, Schraw T, Kos K, O'Hare JP, Ahima R, Kumar S, 
Scherer PE 2007 Adiponectin complexes in human cerebrospinal fluid: distinct complex 
distribution from serum. Diabetologia 50:634-642 
 8.  Neumeier M, Weigert J, Buettner R, Wanninger J, Schaffler A, Muller AM, Killian S, 
Sauerbruch S, Schlachetzki F, Steinbrecher A, Aslanidis C, Scholmerich J, Buechler C 
2007 Detection of adiponectin in cerebrospinal fluid in humans. Am J Physiol Endocrinol 
Metab 293:E965-E969 
 9.  Yildiz BO, Suchard MA, Wong ML, McCann SM, Licinio J 2004 Alterations in the 
dynamics of circulating ghrelin, adiponectin, and leptin in human obesity. Proc Natl Acad Sci 
U S A 101:10434-10439 
 10.  Fruebis J, Tsao TS, Javorschi S, Ebbets-Reed D, Erickson MR, Yen FT, Bihain BE, 
Lodish HF 2001 Proteolytic cleavage product of 30-kDa adipocyte complement-related 
protein increases fatty acid oxidation in muscle and causes weight loss in mice. Proc Natl 
Acad Sci U S A 98:2005-2010 
 11.  Nakano Y, Tobe T, Choi-Miura NH, Mazda T, Tomita M 1996 Isolation and 
characterization of GBP28, a novel gelatin-binding protein purified from human plasma. J 
Biochem 120:803-812 
 12.  Waki H, Yamauchi T, Kamon J, Ito Y, Uchida S, Kita S, Hara K, Hada Y, Vasseur F, 
Froguel P, Kimura S, Nagai R, Kadowaki T 2003 Impaired multimerization of human 
adiponectin mutants associated with diabetes. Molecular structure and multimer formation of 
adiponectin. J Biol Chem 278:40352-40363 
 13.  Waki H, Yamauchi T, Kamon J, Kita S, Ito Y, Hada Y, Uchida S, Tsuchida A, 
Takekawa S, Kadowaki T 2005 Generation of globular fragment of adiponectin by leukocyte 
elastase secreted by monocytic cell line THP-1. Endocrinology 146:790-796 
5. Zusätzliche Manuskripte und Publikationen                                                                        5.1 
 
152 
 14.  Yamauchi T, Kamon J, Minokoshi Y, Ito Y, Waki H, Uchida S, Yamashita S, Noda M, 
Kita S, Ueki K, Eto K, Akanuma Y, Froguel P, Foufelle F, Ferre P, Carling D, Kimura S, 
Nagai R, Kahn BB, Kadowaki T 2002 Adiponectin stimulates glucose utilization and fatty-
acid oxidation by activating AMP-activated protein kinase. Nat Med 8:1288-1295 
 15.  Minokoshi Y, Alquier T, Furukawa N, Kim YB, Lee A, Xue B, Mu J, Foufelle F, Ferre P, 
Birnbaum MJ, Stuck BJ, Kahn BB 2004 AMP-kinase regulates food intake by responding 
to hormonal and nutrient signals in the hypothalamus. Nature 428:569-574 
 16.  Coope A, Milanski M, Araujo EP, Tambascia M, Saad MJ, Geloneze B, Velloso LA 2008 
AdipoR1 mediates the anorexigenic and insulin/leptin-like actions of adiponectin in the 
hypothalamus. FEBS Lett 582:1471-1476 
 17.  Qi Y, Takahashi N, Hileman SM, Patel HR, Berg AH, Pajvani UB, Scherer PE, Ahima 
RS 2004 Adiponectin acts in the brain to decrease body weight. Nat Med 10:524-529 
 18.  Benzler J, Ganjam GK, Legler K, Stohr S, Kruger M, Steger J, Tups A 2013 Acute 
inhibition of central c-Jun N-terminal kinase restores hypothalamic insulin signalling and 
alleviates glucose intolerance in diabetic mice. J Neuroendocrinol 25:446-454 
 19.  Benzler J, Ganjam GK, Kruger M, Pinkenburg O, Kutschke M, Stohr S, Steger J, Koch 
CE, Olkrug R, Schwartz MW, Shepherd PR, Grattan DR, Tups A 2012 Hypothalamic 
glycogen synthase kinase 3beta has a central role in the regulation of food intake and glucose 
metabolism. Biochem J 447:175-184 
 20.  Mercer JG, Moar KM, Logie TJ, Findlay PA, Adam CL, Morgan PJ 2001 Seasonally 
inappropriate body weight induced by food restriction: effect on hypothalamic gene 
expression in male Siberian hamsters. Endocrinology 142:4173-4181 
 21.  Koch C, Augustine RA, Steger J, Ganjam GK, Benzler J, Pracht C, Lowe C, Schwartz 
MW, Shepherd PR, Anderson GM, Grattan DR, Tups A 2010 Leptin rapidly improves 
glucose homeostasis in obese mice by increasing hypothalamic insulin sensitivity. J Neurosci 
30:16180-16187 
 22.  Munzberg H, Huo L, Nillni EA, Hollenberg AN, Bjorbaek C 2003 Role of signal 
transducer and activator of transcription 3 in regulation of hypothalamic proopiomelanocortin 
gene expression by leptin. Endocrinology 144:2121-2131 
 23.  Kubota N, Terauchi Y, Yamauchi T, Kubota T, Moroi M, Matsui J, Eto K, Yamashita T, 
Kamon J, Satoh H, Yano W, Froguel P, Nagai R, Kimura S, Kadowaki T, Noda T 2002 
Disruption of adiponectin causes insulin resistance and neointimal formation. J Biol Chem 
277:25863-25866 
 24.  Maeda N, Shimomura I, Kishida K, Nishizawa H, Matsuda M, Nagaretani H, Furuyama 
N, Kondo H, Takahashi M, Arita Y, Komuro R, Ouchi N, Kihara S, Tochino Y, Okutomi 
K, Horie M, Takeda S, Aoyama T, Funahashi T, Matsuzawa Y 2002 Diet-induced insulin 
resistance in mice lacking adiponectin/ACRP30. Nat Med 8:731-737 
 25.  Thundyil J, Pavlovski D, Sobey CG, Arumugam TV 2012 Adiponectin receptor signalling 
in the brain. Br J Pharmacol 165:313-327 
 26.  Wilkinson M, Brown R, Imran SA, Ur E 2007 Adipokine gene expression in brain and 
pituitary gland. Neuroendocrinology 86:191-209 
 27.  Bauche IB, it El MS, Rezsohazy R, Funahashi T, Maeda N, Miranda LM, Brichard SM 
2006 Adiponectin downregulates its own production and the expression of its AdipoR2 
receptor in transgenic mice. Biochem Biophys Res Commun 345:1414-1424 
5. Zusätzliche Manuskripte und Publikationen                                                                        5.1 
 
153 
 28.  Ding Q, Ash C, Mracek T, Merry B, Bing C 2012 Caloric restriction increases adiponectin 
expression by adipose tissue and prevents the inhibitory effect of insulin on circulating 
adiponectin in rats. J Nutr Biochem 23:867-874 
 29.  Niemann B, Silber RE, Rohrbach S 2008 Age-specific effects of short- and long-term 
caloric restriction on the expression of adiponectin and adiponectin receptors: influence of 
intensity of food restriction. Exp Gerontol 43:706-713 
 30.  de OC, de Mattos AB, Biz C, Oyama LM, Ribeiro EB, do Nascimento CM 2011 High-fat 
diet and glucocorticoid treatment cause hyperglycemia associated with adiponectin receptor 
alterations. Lipids Health Dis 10:11 
 31.  Huang H, Iida KT, Sone H, Yokoo T, Yamada N, Ajisaka R 2006 The effect of exercise 
training on adiponectin receptor expression in KKAy obese/diabetic mice. J Endocrinol 
189:643-653 
 32.  Bullen JW, Jr., Bluher S, Kelesidis T, Mantzoros CS 2007 Regulation of adiponectin and 
its receptors in response to development of diet-induced obesity in mice. Am J Physiol 
Endocrinol Metab 292:E1079-E1086 
 33.  Tsuchida A, Yamauchi T, Ito Y, Hada Y, Maki T, Takekawa S, Kamon J, Kobayashi M, 
Suzuki R, Hara K, Kubota N, Terauchi Y, Froguel P, Nakae J, Kasuga M, Accili D, Tobe 
K, Ueki K, Nagai R, Kadowaki T 2004 Insulin/Foxo1 pathway regulates expression levels of 
adiponectin receptors and adiponectin sensitivity. J Biol Chem 279:30817-30822 
 34.  Kubota N, Yano W, Kubota T, Yamauchi T, Itoh S, Kumagai H, Kozono H, Takamoto I, 
Okamoto S, Shiuchi T, Suzuki R, Satoh H, Tsuchida A, Moroi M, Sugi K, Noda T, 
Ebinuma H, Ueta Y, Kondo T, Araki E, Ezaki O, Nagai R, Tobe K, Terauchi Y, Ueki K, 
Minokoshi Y, Kadowaki T 2007 Adiponectin stimulates AMP-activated protein kinase in the 
hypothalamus and increases food intake. Cell Metab 6:55-68 
 35.  Barnea M, Madar Z, Froy O 2010 High-fat diet followed by fasting disrupts circadian 
expression of adiponectin signaling pathway in muscle and adipose tissue. Obesity (Silver 
Spring) 18:230-238 
 36.  Bluher M, Fasshauer M, Kralisch S, Schon MR, Krohn K, Paschke R 2005 Regulation of 
adiponectin receptor R1 and R2 gene expression in adipocytes of C57BL/6 mice. Biochem 
Biophys Res Commun 329:1127-1132 
 37.  Andersson U, Filipsson K, Abbott CR, Woods A, Smith K, Bloom SR, Carling D, Small 
CJ 2004 AMP-activated protein kinase plays a role in the control of food intake. J Biol Chem 
279:12005-12008 
 38.  Posey KA, Clegg DJ, Printz RL, Byun J, Morton GJ, Vivekanandan-Giri A, Pennathur 
S, Baskin DG, Heinecke JW, Woods SC, Schwartz MW, Niswender KD 2009 
Hypothalamic proinflammatory lipid accumulation, inflammation, and insulin resistance in 
rats fed a high-fat diet. Am J Physiol Endocrinol Metab 296:E1003-E1012 
 
5. Zusätzliche Manuskripte und Publikationen                                                                        5.1 
 
154 
 Figure Legends 
 
Fig1: Gene expression of adiponectin, the receptor AdipoR1 and the adaptor protein APPL1 in 
the arcuate nucleus of either ad libitum or food deprived mice. 
Adiponectin, AdipoR1 and APPL1 gene expression in the ARC is regulated by feeding status. 
Autoradiographs depicting in situ hybridization with antisense 
35
S-labelled riboprobes to adiponectin 
(a), AdipoR1 (b) and APPL1 (c) mRNA signal in ad libitum fed (upper left panels) and food deprived 
(lower left panels) mice. The right panels show a bar graph generated from quantification of the 
respective signal in the arcuate nucleus. 
Means +/- SEM of the quantified signal; **P < 0.01; ***P < 0.001 
 
Fig2: Gene expression pattern of AdipoR1 and AdipoR2 in the arcuate nucleus of wild-type mice 
fed low and high fat diets and leptin deficient mice on low fat diet.  
AdipoR1 and APPL1 gene expression in the ARC are affected by dietary fat content. Gene expression 
of AdipoR1 (a) and AdipoR2 (b) in the arcuate nuclues of wildtype mice fed low and high fat diets 
(45% and 60% fat content, for 4 weeks) and Lep
ob/ob
 mice on low fat diet.  
The bar chart shows the means +/- SEM of the quantified in situ hybridization signal; *P < 0.05; **P < 
0.01; ***P < 0.001 
 
Fig3: Effect of centrally administered adiponectin on glucose tolerance in mice with genetically 
and/or diet-induced impaired energy and glucose metabolism.  
Central adiponectin lowers peripheral glucose levels. a) Intraperitoneal glucose tolerance test in 
Lep
ob/ob
 mice and respective wildtype controls that were either ICV injected with adiponectin (1µg in 
aCSF) or vehicle (aCSF).  b) Pyruvate tolerance test of Lep
ob/ob
 mice and respective wildtype controls 
either ICV injected with adiponectin (1µg in aCSF) or vehicle (aCSF). c) Intraperitoneal glucose 
tolerance tests of wildtype mice on low fat diet (ICV injected with vehicle (aCSF)) and of wildtype 
mice fed high fat diet (60% fat) ICV injected with either adiponectin (1µg in aCSF) or vehicle (aCSF). 
d) Intraperitoneal glucose tolerance tests after either adiponectin (1µg in aCSF) or vehicle (aCSF) ICV 
injection in Lep
ob/ob
 mice on high fat diet (60% fat, 10 days. Adiponection and vehicle were injected 
60 min prior to all tests. Shown are ipGTTs (left panels) and respective AUCs (right panels).  
Data show means +/- SEM; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 
 
Fig4: Impact of centrally administered adiponectin on hypothalamic insulin and leptin signalling 
pathways. 
Compared with vehicle treated controls centrally administered adiponectin (1µg) partially increases 
the number of pAKT(Ser473) (a, b) and reduces the number of pAMPK(Thr172) (c,d) 
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immunopositive cells in the ARC and VMH of Lep
ob/ob 
mice while pSTAT3(Tyr705) (e) 
immunreactivity remains unaltered. Mice received either adiponectin (1µg in aCSF) or vehicle (aCSF) 
60 min prior to transcardial perfusion. Representative images show pAKT(Ser473), pAMPK(Thr172) 
and pSTAT3(Tyr705) immunoreactivity in the ARC and VMH. Immunoreactive cells counted in the 
respective region are shown in bar charts. 
Bar charts show means +/- SEM; *P < 0.05; **P < 0.01 
 
Fig5: Central adiponectin reduces inflammatory signalling in the mediobasal hypothalamus 
during diet induced obesity. 
High-fat feeding (60% fat) increases the number of pJNK(Thr183/Tyr185) and reduces the number of 
pGSK3β(Ser9) counted cells in the ARC and VMH of wild-type mice while central adiponectin (1µg 
in aCSF) reverses this effect. Wildtype mice were fed the high fat diet for 4 weeks. Mice received 
either adiponectin (1µg in aCSF) or vehicle (aCSF) 60 min prior to transcardial perfusion. 
Representative images show pJNK(Thr183/Tyr185), and pGSK3β(Ser9) and immunoreactivity in the 
ARC and VMH. Immunoreactive cells counted in the respective region are shown in bar charts. 
 Bar charts show means +/- SEM; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 
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The time course and mechanisms contributing to ghrelin resistance after 
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We have previously demonstrated that 12 weeks of high fat diet (HFD)-feeding causes ghrelin 
resistance in arcuate neuropeptide Y (NPY)/agouti-related peptide (AgRP) neurons. In the current 
study, we investigated the timecourse over which this occurs. We show that after three weeks of HFD-
feeding, neither peripheral nor central ghrelin increases food intake. At this time, ghrelin does not 
activate NPY neurons as demonstrated by a lack of Fos-immunoreactivity. Whole-cell patch clamp 
electrophysiology confirmed that NPY neurons from mice fed a HFD for three weeks do not increase 
firing in response to ghrelin. We show that leptin-deficient obese ob/ob mice are still ghrelin-sensitive 
but become ghrelin-resistant when central leptin is co-administered. We observed increased plasma 
leptin in mice fed a HFD for 3 weeks, this suggests that hyperleptinemia contributes to ghrelin 
resistance in NPY/AgRP neurons. As these neurons express the leptin receptor (ObR), we examined 
leptin-induced pSTAT-3 in NPY neurons. After three weeks of HFD-feeding when NPY/AgRP 
neurons become resistant to ghrelin, ~40% of NPY neurons express pSTAT-3 in response to leptin 
compared to ~70% in chow-fed animals. We also examined hypothalamic gliosis in HFD and chow-
fed mice and ob/ob mice or lean controls. HFD mice exhibited increased GFAP-positive cells 
compared with chow-fed mice suggesting that hypothalamic gliosis underlies ghrelin resistance. In 
further support of this, obese but ghrelin sensitive ob/ob mice did not show an increase in GFAP-
positive cells compared to wild type controls. We conclude that hyperleptinemia after 3 weeks of HF 
feeding initiates ghrelin resistance by suppressing NPY/AgRP function and causing hypothalamic 
gliosis. 




Ghrelin is a stomach-derived orexigenic hormone that stimulates feeding and weight gain to regulate 
energy homeostasis (1-3). Ghrelin’s effects on food intake and energy homeostasis primarily occur via 
arcuate neuropeptide Y (NPY)/Agouti-related peptide (AgRP) neurons. Ghrelin administration induces 
NPY/AgRP action potential firing (4, 5), which increases NPY and AgRP peptide release from nerve 
terminals in the paraventricular nucleus (PVN). NPY and AgRP increase food intake by activating Y 
receptors and antagonizing melanocortin 4 receptor (MC4R)-containing neurons, respectively (6-8). 
Ghrelin also increases NPY and AgRP mRNA concentrations in order to maintain sufficient peptide 
pools for release (9-11). The stimulatory effects of ghrelin on orexigenic NPY/AgRP neurons are 
complemented by increased inhibitory GABAergic post-synaptic inputs onto anorexigenic pro-
opiomelanocortin (POMC) neurons (4, 5).  
 
We previously demonstrated that diet-induced obesity (DIO) suppresses the neuroendocrine ghrelin 
axis and causes ghrelin resistance in arcuate NPY/AgRP neurons (12). Twelve weeks of HFD-feeding 
causes central ghrelin resistance that affects not only the hypothalamic appetite-regulating NPY/AgRP 
neurons, but also other functions of ghrelin, as demonstrated by a lack of growth hormone release in 
response to central ghrelin administration. Ghrelin did not induce AgRP or NPY secretion in 
hypothalamic explants from DIO mice but NPY induced normal feeding in both control and DIO 
mice, indicating that downstream NPY/AgRP neural targets remain intact. Therefore, defective 
NPY/AgRP neuronal function causes ghrelin resistance in hypothalamic appetite-regulating pathways. 
Others have also shown that ghrelin-induced hyperphagia is blunted by exposure to a high fat diet 
(HFD) (13-15). Interestingly, defective NPY/AgRP function suppresses the responsiveness to other 
orexigenic stimuli, such as fasting (16, 17). The lack of appropriate feeding responses in DIO mice is 
likely caused by NPY/AgRP dysfunction and impaired hypothalamic circuits regulating appetite (18, 
19), however the mechanism by which NPY/AgRP neurons become resistant to orexigenic stimuli 
remains unclear.  
 
Recent studies indicate that HFD feeding increases GFAP-positive cells in the hypothalamic arcuate 
nucleus and these GFAP-positive cells ensheathe NPY/AgRP and POMC forming physical barriers to 
nutrient and hormone stimuli in the plasma (20). Hypothalamic gliosis and inflammation was observed 
within 1 week of HFD feeding in both rats and mice prior to the onest of substantial weight gain 
suggesting that hypothalamic gliosis and inflammation is a cause rather than a consequence of 
significant weight gain (21). Furthermore, the same studies presented evidence to show increased 
hypothalamic gliosis, as assessed by MRI, in obese humans (21). Thus, one potential mechanism 
leading to hypothalamic ghrelin resistance and hormonal resistance in general is hypothalamic gliosis. 
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In the current study, we aimed to characterise the time course over which ghrelin resistance develops 
in NPY/AgRP neurons during HFD-exposure, in order to identify mechanisms that contribute to this 
phenomenon. We found that 3 weeks of HFD-feeding induces ghrelin resistance in arcuate 
NPY/AgRP neurons, and this is associated with an increase in plasma leptin. As ghrelin and leptin 
have a reciprocal relationship in the plasma and leptin suppresses NPY neuronal function (22, 23), we 
hypothesized that hyperleptinemia caused by HFD-feeding and hypothalamic gliosis contributes to 
NPY/AgRP dysfunction and resultant ghrelin resistance.  
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MATERIALS AND METHODS 
Animals 
Male C57/Bl6 (Monash Animal Services, Victoria, Australia) and NPY-GFP (B6.FVB-Tg(Npy-
hrGFP)1Lowl/J; stock number 006417; The Jackson Laboratory, Maine, USA; both ~8 weeks old) 
were group housed (5 per cage) under controlled conditions (21
o
C and 12:12 hour light/dark cycle) 
and maintained on either a chow diet or a high fat diet ad libitum (for diet composition see Table 1) 
with free access to tap water for 12 weeks. ob/ob-NPY-GFP mice were generated by crossing ob/+ 
mice with NPY-GFP mice. Ob/+ mice on a C57/Bl6 background and lean wild-type (WT) mice were 
obtained from Monash University Animal Services. Experiments were conducted in accordance with 
the Monash University Animal Ethics Committee guidelines.  
 




HIGH FAT DIET 
SPECIALTY FEEDS SF04-
001 
Protein    22%  22.6% 
Total Fat  9% 23.5% 
Crude Fibre   3.2%  5.4% 
AD Fibre   4.4%   5.4% 
Digestible Energy  13.2 MJ/kg   19 MJ/Kg 
 
For feeding experiments, ob/ob mice (~8 weeks old; Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France); were 
housed individually under standard conditions (temperature 23C with 12:12 hour light/dark cycle) and 
maintained on a chow diet. Experiments were conducted in accordance with the Philipps University of 
Marburg Animal Ethics Committee guidelines. 
 
Glucose tolerance test 
For intraperitoneal glucose tolerance tests (ipGTT), a tail tip blood sample was taken from fasted mice 
(5 hours). Blood glucose concentration was immediately measured with ACCU-CHEK® Active 
(Roche Diagnostics GmbH, Tokyo, Japan), after which d-glucose was injected (50% solution; 2 g/kg, 
i.p.). Additional samples for blood glucose were taken at 15, 30, 60 and 90 min after injection.  
 
Cannulation of the lateral ventricle 
Animals were anaesthetized with isoflurane/oxygen. The guide cannula was inserted 1.0 mm lateral 
and 0.3 mm rostral to bregma to a depth of 2 mm before being embedded in dental cement. The 
cannula was sealed at the external opening with a dummy cannula. Animals were housed individually 
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following surgery, and body weight and food intake were measured to monitor recovery. All animals 
were given 7 days to recover before experimental manipulations. 
 
Food intake experiments 
To assess the effect of peripheral ghrelin on feeding behaviour, non-fasted C57Bl6 mice received an 
i.p. injection of ghrelin (1mg/kg; SC1357, NeoMPS, Strasbourg, France) or vehicle (sterile saline) just 
prior to the onset of the dark phase (1800 hours). Food intake was measured 5 hours later. To assess 
the effect of central ghrelin on feeding behaviour, non-fasted C57Bl6 mice received an i.c.v injection 
of ghrelin (1 µg/µl; volume 1.5 µl; SC1357, NeoMPS, Strasbourg, France) or vehicle (artificial 
cerebrospinal fluid; aCSF) at the onset of the light phase (0800 hours). Food intake was measured 5 
hours later.  
To assess how leptin modulates ghrelin-induced feeding behaviour in ob/ob mice, non-fasted animals 
received an i.c.v. injection of aCSF or recombinant mouse leptin (4 µg/µl; 498-OB, R&D systems, 
Wiesbaden-Norderstedt, Germany). Food was removed and 1-hour later mice received either aCSF or 
ghrelin (1 µg/µl; volume 2 µl; SC1357, NeoMPS, Strasbourg, France). Food was measured 4 hours 
later. 
 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of acylated ghrelin, total ghrelin, insulin and 
leptin 
Trunk blood was collected into EDTA tubes treated with Pefabloc SC (Roche Applied Science, 
Mannheim, Germany) to achieve a final concentration of 1 mg/ml. Blood was centrifuged and 
collected plasma was acidified with HCl (final concentration 0.05 N). 
Acylated (EZRGRA-90K) and total (EZRGRT-91K Millipore, Billerica, MA, USA) ghrelin in mouse 
plasma was measured as per kit instructions. Leptin in mouse plasma was measured as per kit 
instructions (Mouse Leptin ELISA Kit # No: 90030, Crystal Chem, Inc, Downers Grove, IL, USA) 
and insulin was measured by an in-house ELISA assay developed by the Monash Obesity and 
Diabetes Institute. Mice were fasted for 6 hours before collection of plasma insulin. 
 
Immunohistochemistry 
Animals were deeply anaesthetized with isoflurane and perfused with 0.05 M phosphate buffered 
saline (PBS), followed by 4% paraformaldehyde. Brains were post-fixed in 4% paraformaldehyde 
overnight at 4
o
C then placed in 30% sucrose. Brains were cut at 40 µm on a cryostat, and every fourth 




Brains of chow- and HFD-fed NPY-GFP mice were analysed for Fos protein expression in NPY 
neurons 60 minutes after i.c.v. ghrelin administration (1.5 µg in 1.5 µl aCSF). Sections were washed in 
0.1 M PB and incubated with 1% hydrogen peroxide (H2O2) for 15 minutes to prevent endogenous 
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peroxidase activity and blocked for 1 hour with 5% normal horse serum (NHS) in 0.3% Triton 0.1 M 
PB. Sections were incubated with c-Fos rabbit polyclonal IgG (#sc-52 Santa Cruz Biotechnology, Inc, 
San Cruz CA, U.S.A) at 1:5000 in diluent of 1% NHS in 0.3% Triton in 0.1 M PB. After incubation 
the sections were washed and incubated with AlexaFluor® goat anti-rabbit 594 antibody (A-11037, 
Invitrogen Corporation, Carlsbad CA, USA) at 1:500 in 0.3% Triton in 0.1 M PB. Sections were then 
washed, mounted and coverslipped. We quantified Fos-positive NPY neurons in the arcuate nucleus 
(Br -1.22 to -2.54).   
 
Chow- and HFD-fed NPY-GFP mice that were fasted overnight were analysed for pSTAT-3 protein 
expression in NPY neurons 45 minutes after i.p. leptin (1mg/kg) administration. Sections were washed 
in 0.1 M PB and incubated with 0.5% sodium borohydride for 15 minutes, and 1% NaOH and 1% 
H2O2 for 20 minutes to prevent endogenous peroxidase activity. Sections were then washed with 0.3% 
glycine for 10 minutes and 0.03% sodium dodecyl sulphate for 10 minutes before being blocked for 1 
hour with goat anti-mouse antibody. Sections were then blocked with 3% NHS in 0.25% Triton 0.1 M 
PB and 0.02% sodium acetate for 1 hour.   
 
Sections were incubated with pSTAT-3 (Tyr705)(D3A7) XP® Rabbit monoclonal IgG (#9145, Cell 
Signalling Technology Inc, Danvers, MA, USA) at 1:5000 in diluent of 1% NHS in 0.3% Triton in 0.1 
M PB. After incubation the sections were washed and incubated with AlexaFluor® goat anti-rabbit 
594 antibody (A-11012, Invitrogen) at 1:400 in 0.3% Triton in 0.1 M PB. Sections were then washed, 
mounted and coverslipped. We quantified pSTAT-3-positive NPY neurons in the arcuate nucleus (Br -
1.22 to -2.54). For GFAP immunohistohistochemistry, sections were incubated in primary antibody at 
1:1000 (Abcam 7260). After primary antibody incubation all sections were thoroughly washed and 
incubated with AlexaFluor® goat anti-rabbit 594 antibody (A-11012, Invitrogen) at 1:400 in 0.3% 
Triton in 0.1 M PB. Sections were then washed, mounted and coverslipped. 
 
Brain regions were identified using a mouse brain atlas. Cells were visualized by a Zeiss Apotome 
microscope and immunoreactive cells were counted using a grid eye piece from serial sections through 
the arcuate nucleus (every fourth section), the first section was chosen randomly. To estimate GFAP 
fiber number and length we used Image J to generate concentric circles and known distances, 
calibrated to pixelation in the scale bar. Concentric circles at 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70 microns 
were placed over the center of the GFAP-positive cells and fibre intercepts were marked. Both the 
number of fibre intercepts and fibre length were estimated in this manner. 
 
Electrophysiology 
Mice were deeply anaesthetized with isoflurane (0900-1000 hours). Brains were rapidly removed into 
ice-cold aCSF containing (in mM): sucrose 206, KCl 3, MgCl2 6, CaCl2 0.5, NaH2PO4 1.25, NaHCO3 
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25, glucose 10.6, and continuously bubbled with carbogen (O2 95% and CO2 5%). A tissue block 
containing the mediobasal hypothalamus was mounted on a vibrating microtome (Campden 
Integraslice, UK) and coronal slices (250 μm thick) were cut in sucrose aCSF. The slices were moved 
to a chamber filled with gassed aCSF containing (in mM): NaCl 125, KCl 3, MgCl2 1, CaCl2 2.5, 
NaH2PO4 1.25, NaHCO3 25, and glucose 10.6 in a water bath at 35
o
C. After 30 minutes the aCSF 
containing the slices was placed at room temperature. After 1 hour a slice was transferred to a 
recording chamber mounted on an upright microscope (Leica DMLSF) equipped with infrared–
differential interference contrast (DIC) and fluorescence optics and was continuously superfused at 7 
ml/minute with gassed aCSF at 32
o
C. Ghrelin or leptin was applied at close range at 100 µl/minute via 
polyethylene tubing (0.28 mm inside diameter) positioned ~300 µm upstream of the neuron under 
study. Control aCSF was superfused through this tube continuously, with stop-flow and exchange to 
ghrelin-containing aCSF for 1 minute. GFP-expressing NPY neurons were identified by brief exposure 
to blue excitation light from a lamp using a 40× water-immersion lens and a long-pass dichroic filter 
block.  
Whole-cell current-clamp recordings were made using pipettes with 3–5 MΩ resistance after filling 
with solution containing (in mM): KCl 15, K gluconate 115, MgCl2 1, HEPES 10, EGTA 0.3, MgCl2 
1.2 and 1 ATP, adjusted to pH 7.2 using KOH. NPY neurons in the arcuate were first identified under 
fluorescence, and DIC was subsequently used to obtain a seal on these cells. After a Giga ohm seal 
had been obtained, a gentle negative pressure was applied to break through into whole-cell 
configuration.  
A L/M EPC7 patch-clamp amplifier (List, Germany) and pClamp 9 software (Axon Instruments, 
USA) were used for data acquisition and analysis. The spike frequency and resting potential were the 
mean values from at least 2 minutes of stable recording before drug application.  
 
Statistical analyses 
Data are presented as mean ± SEM. Statistical significance was determined by Student’s t test, a 
Fisher’s exact test or a two factor ANOVA followed by a Bonferonni’s post hoc test using GraphPad 
Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego California USA). p < 0.05 was considered statistically 
significant. 




High fat diet causes metabolic disturbances 
One week of HFD-feeding increased body weight (Fig. 1), which was maintained throughout the 
duration of the study. At this time HFD-fed mice showed impaired glucose tolerance as demonstrated 
by an increased AUC during an i.p.GTT (Fig. 1).  
 
Three weeks of high fat diet feeding causes ghrelin resistance in NPY/AgRP neurons 
We have previously demonstrated that 12 weeks of HFD-feeding causes ghrelin resistance in arcuate 
NPY/AgRP neurons (12). To determine the timeframe over which this occurs, we assessed i.p. 
ghrelin-induced food intake in adult male C57Bl6 mice after 0, 1, 2 and 3 weeks exposure to a HFD 
(Fig 2A-D). Ghrelin (1mg/kg i.p.) was injected immediately prior to the onset of the dark phase (1800 
hours) and food intake was measured 5 hours later. After 2 weeks of HFD-feeding, ghrelin failed to 
significantly increase food intake. However, there was a trend towards increased food intake, 
indicating only partial ghrelin resistance. After 3 weeks of HFD-feeding, animals showed no response 
to ghrelin treatment, and hence were considered ghrelin resistant. This effect was sustained at 6, 9 and 
12 weeks of HFD-feeding (data not shown).  
 
To establish that ghrelin resistance induced by three weeks of HFD-feeding is a centrally mediated 
phenomenon, we administered ghrelin (1.5 µg) directly into the lateral ventricle at the onset of the 
light phase (0800 hours) and measured food intake 5 hours later. We confirmed that i.c.v ghrelin 
completely fails to induce feeding after 3 weeks on a HFD (Fig. 2E). Mice fed a HFD for 3 weeks also 
had reduced plasma total ghrelin and acylated ghrelin compared with age-matched chow fed mice 
(Fig. 2F-G), indicating suppression of the neuroendocrine ghrelin axis similar to ghrelin resistance 
seen at 12 weeks of age (Fig. 2F-G)(12). 
 
Normally, ghrelin activates arcuate NPY/AgRP neurons to stimulate food intake (4, 12, 24, 25). To 
determine whether ghrelin activates NPY/AgRP neurons after 3 weeks of HFD-feeding, we used c-fos, 
the protein product of the immediate-early gene Fos, to identify and localize activated neurons. We 
administered i.c.v. vehicle or ghrelin (1.5µg) directly into the lateral ventricle of NPY-GFP mice fed 
chow or a HFD for three weeks at the onset of the light phase (0900 hours) and perfused them 60 
minutes later. We used immunohistochemistry to identify ghrelin-induced Fos-positive NPY neurons 
in the arcuate and found that ghrelin induced Fos-IR in NPY neurons of chow-fed but not high fat-fed 
mice (Fig. 3A). 
 
These results demonstrate that after 3 weeks of HFD-feeding, ghrelin does not activate NPY/AgRP 
neurons to stimulate feeding, supporting our previous observation of ghrelin resistance in NPY/AgRP 
neurons (12). We confirmed our finding of ghrelin resistance in these neurons using whole cell patch-
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clamp electrophysiology. Ghrelin increased firing of 10/11 NPY neurons from chow-fed mice, but 
only 4/12 neurons from HFD-fed mice (Fig. 3B), confirming that NPY neurons are ghrelin resistant 
after three weeks exposure to a HFD. Collectively, these data show that ghrelin resistance occurs after 
just 3 weeks of HFD-feeding and this effect is mediated specifically in NPY/AgRP neurons. 
 
Leptin contributes to ghrelin resistance in NPY/AgRP neurons 
In order to understand changes in key metabolic hormones at the onset of ghrelin resistance, we 
measured fasting leptin and insulin levels in the plasma at 3 weeks of HFD. Fasting plasma insulin 
was unchanged but plasma leptin was increased after 3 weeks on a HFD (Fig 4A&B), which was 
associated with an increase in body weight (Fig 1). Based on these results, we hypothesized that 
elevated plasma leptin at 3 weeks on a HFD contributes to reduced ghrelin sensitivity in DIO. We 
therefore invesitagted whether leptin or insulin suppresses the ability of NPY neurons to respond to 
ghrelin. NPY neurons contain the long form of the leptin receptor (ObR) and insulin receptor 
substrate, and leptin or insulin directly inhibits NPY gene expression and firing (22, 26-30). We used 
obese and glucose intolerant ob/ob mice to assess the relationship between these two hormones. 
Ghrelin increased food intake in ob/ob mice, and leptin but not insulin i.c.v. pre-treatment abolished 
this effect. These results indicate that leptin-deficient obese mice are ghrelin sensitive and confirm that 
leptin, but not insulin, suppresses ghrelin’s orexigenic effects (Fig. 4C). Further, this highlights that 
ghrelin resistance is unrelated to obesity or glucose intolerance per se, as ob/ob mice are obese and 
glucose intolerant (31) but remain ghrelin sensitive. Additional electrophysiology experiments showed 
that ghrelin increased and insulin or leptin decreased NPY action potential frequency (Fig 4D), similar 
to previous reports (32). However, in the presence of leptin, ghrelin did not increase NPY firing, while 
ghrelin modestly increases NPY firing in the presence of insulin (Fig 4D). 
These results suggest that hyperleptinemia during DIO contributes to ghrelin resistance and 
NPY/AgRP neuronal dysfunction. However, as DIO causes leptin resistance in some neuronal 
populations, it was therefore important to determine if leptin signalling in NPY/AgRP neurons still 
occurs after three weeks of HFD-feeding. Leptin-induced STAT-3 phosphorylation was decreased 
specifically in NPY neurons in mice fed a HFD for three weeks compared to controls. Approximately 
40% of NPY neurons still express pSTAT-3 in response to leptin, as compared to ~70% of NPY 
neurons from control mice (Fig. 4.E). Thus, NPY neurons are largely leptin-sensitive at the time they 
become ghrelin resistant and leptin may contribute to ghrelin resistance in NPY neurons. 
 
Hypothalamic gliosis underlies ghrelin resistance 
Recent studies show that HFD induces hypothalamic gliosis (20, 21), in which GFAP-positive cells 
ensheathe POMC and NPY neurons (20). Horvath and colleagues postulated that these changes 
underlie hormonal resistance during DIO. In order to test the potential role of hypothalamic gliosis as 
a contributing factor to ghrelin resistance we counted GFAP-positive cells from serial sections 
5. Zusätzliche Manuskripte und Publikationen                                                                        5.3 
 
182 
throughout the arcuate nucleus. Three weeks of HFD, which induces ghrelin resistance, increased the 
number of GFAP-positive cells in the arcuate nucleus compared to chow-fed mice and also increased 
GFAP fibre length and fibre projections (Fig 5A&B). We also examined GFAP cell number in obese 
ob/ob-NPY GFP mice, which are not ghrelin resistant. There was no significant difference in GFAP-
positive cells in ob/ob-NPY GFP mice compared with lean controls. HFD mice are ghrelin resistant 
and exhibit hypothalamic gliosis, whereas ob/ob mice are ghrelin sensitive and do not exhibit 
hypothalamic gliosis, thus our results suggest that hypothalamic gliosis, as assessed by GFAP positive 
cells may contribute to ghrelin resistance. 




In the current study, we examined the time-course over which HFD-feeding causes ghrelin resistance 
in NPY/AgRP neurons. We show that ghrelin resistance occurs after only 3 weeks of HFD-feeding. At 
this time, both central or peripheral ghrelin fails to induce food intake and central ghrelin does not 
induce Fos-IR in NPY neurons or action potential firing in NPY neurons. Collectively, these data 
show that HFD-feeding renders NPY neurons unresponsive to ghrelin after only 3 weeks, an effect 
that is caused by diet-induced hyperleptinemia through actions on NPY neuron firing and 
hypothalamic gliosis. It is well established that the homeostatic circuits regulating food intake are 
impaired by chronic exposure to a HFD (19, 33), but in this study we examined the acute effects of 
HFD-exposure in order to identify the mechanisms that contribute to hormone resistance in the early 
stages of DIO. This is an important consideration for ongoing studies as most mouse models of DIO 
involve 10-37 weeks of HFD feeding (34-39) even though body weight and glucose tolerance are 
affected after only 1 week of HFD.  
We observed the onset of ghrelin resistance in NPY neurons at 3 weeks, as NPY neurons failed to 
show c-fos or to increase action potential activity in response to ghrelin. At 3 weeks of age, we also 
observed elevated plasma leptin and no difference in insulin in DIO mice compared with chow mice. 
Because leptin suppresses appetite, leptin receptors are found on NPY neurons in the arcuate nucleus 
(40), and leptin suppresses NPY/AgRP gene expression and transcription (29, 41) through nuclear 
exclusion of FOXO1 (42, 43), we examined whether diet-induced hyperleptinemia contributed to 
ghrelin resistance. To answer this question we used a physiological approach, utilizing the leptin-
deficient ob/ob mouse. Despite the severe obesity and glucose intolerance, i.c.v. ghrelin still increased 
food intake in ob/ob mice, which was completely prevented by 1 hour pre-treatment with i.c.v. leptin, 
but not insulin. Moreover, electrophysiological studies showed that leptin pre-treatment hyperpolarizes 
NPY neurons and inhibits their ability to respond to ghrelin, whereas ghrelin still modestly increased 
action potential firing in the presence of insulin. This provides physiological evidence that leptin, but 
not insulin, prevents ghrelin-induced food intake by impairing NPY neuronal function. In support of 
this interaction, leptin suppressed ghrelin-induced activation of isolated NPY neurons in vitro (22) and 
c-fos expression in the arcuate nucleus (44). In the ventromedial arcuate nucleus, which contains 
primarily NPY neurons (45), 90 ± 5% of ObR-expressing neurons co-express the ghrelin receptor 
(GHSR) (46). Taken together, these data suggest that diet-induced hyperleptinemia contributes to 
ghrelin resistance in arcuate NPY/AgRP neurons rather than obesity or glucose intolerance per se.  
We speculate that leptin and ghrelin reciprocally regulate NPY neurons in opposing directions. Perello 
and colleagues showed that leptin regulates food intake and appetite normally in GHSR wild type and 
knockout mice, whereas leptin-deficient Zucker rats are more sensitive to GHSR agonist-mediated c-
fos induction in the arcuate nucleus (44) and our results illustrate leptin suppresses ghrelin-induced 
food intake in ob/ob mice. These results suggest an hierarchical regulation of NPY function by leptin 
over ghrelin and we hypothesize leptin provides some level of tonic inhibition over NPY/AgRP 
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neurons that restricts ghrelin-induced food intake. Fasting is a metabolic state characterized by low 
insulin and leptin levels, and ghrelin is dramatically more effective at increasing appetite in the fasted 
state (24, 44). Moreover, high leptin levels and insulin levels characterize the diet-induced obese state 
and NPY/AgRP neurons are unresponsive to ghrelin in this condition(12). 
It is currently unknown as to why leptin but not insulin inhibited ghrelin’s ability to increase food 
intake in ob/ob mice or action potential firing in NPY mice. Although both insulin and leptin target 
NPY neurons, it is possible that different subpopulations of leptin- or insulin-sensitive NPY neurons 
exist. Recent studies show that there are different leptin sensitive and insulin sensitive subpopulations 
of POMC neurons (47), supporting the idea that different hormone-sensitive subpopulations of NPY 
neurons also exist. 
Importantly, we determined the level of leptin resistance in NPY neurons of mice on HFD for 3 weeks 
by measuring the number of NPY-GFP neurons containing leptin-induced phosphorylation of STAT-
3. We observed that leptin still signals in NPY neurons after HFD although not with the same 
effectiveness as chow-fed mice (70% in chow vs 40% in HFD mice). This suggests that mice remain 
at least partially leptin-sensitive after three weeks of HFD, and obesity-related hyperleptinemia may 
therefore contribute to ghrelin resistance by inhibiting NPY neuronal function. This is further evidence 
of selective leptin resistance in the hypothalamus as previously reported (48, 49). 
Recent studies show that DIO promotes hypothalamic gliosis and structural rewiring within appetite-
regulating circuits, which promotes inflammation and exacerbates the obesogenic state (20, 21). 
Further, Horvath and colleagues highlighted that DIO causes hypothalamic gliosis, in which GFAP-
positive fibres surround and ensheathe NPY and POMC neurons forming significant physical barriers 
to hormones or nutrient stimuli in the plasma. We found that 3 weeks of HFD feeding, which caused 
ghrelin resistance, increased body weight, glucose intolerance and hyperleptinemia, induced 
hypothalamic gliosis in terms of GFAP-positive cell number and fibre projection number and length. 
However, ghrelin-sensitive obese ob/ob mice did not show signs of hypothalamic gliosis. These results 
again strengthen the notion that neither obesity nor glucose intolerance underlie hypothalamic gliosis 
and subsequent ghrelin resistance but rather point towards hyperleptinemia and/or HFD as primary 
causes of hypothalamic gliosis. Indeed, leptin modifies astrocyte-specific glutamate and glucose 
transporters (50), DIO elevates leptin receptor expression in hypothalamic astrocytes (51, 52) and 
leptin regulates astrocyte morphology (53). These studies show that hyperleptinemia is a driving force 
behind HFD-induced hypothalamic gliosis and the lack of gliosis in leptin-deficient ob/ob mice helps 
to maintain ghrelin sensitivity. However, there is presumably an acute effect of leptin on NPY 
neuronal firing, independent of changes in the gliosis given that 1-hour leptin pre-treatment to ob/ob 
mice prevents ghrelin-induced food intake. The suppressive effect of diet-induced hyperleptinemia 
also extends to other orexigenic stimuli, as reduced activation of arcuate neurons to fasting is 
associated with hyperleptinemia in obese mice (54). We suggest that defective NPY/AgRP neuronal 
function is responsible for suppressing the appropriate responses to physiological cues about energy 
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status and feeding requirements at the level of the hypothalamic circuitry. Studies from obese humans 
support this; clinical studies reveal that many obese patients do not recognize a pattern between their 
food consumption and sensations of hunger (55). Clearly, the homeostatic regulation of food intake is 
impaired in DIO and defective NPY/AgRP function is confounded by other DIO-induced variables, 
including impaired POMC function, selective leptin resistance and hypothalamic structural rewiring.  
In summary, our data show that ghrelin resistance in NPY/AgRP occurs by 3 weeks of HFD-feeding 
in mice and suggest that ghrelin resistance in NPY/AgRP occurs as a result of increased plasma leptin 
and hypothalamic gliosis brought about by acute exposure to a HFD. 
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Figure 1: Body weight and glucose tolerance were measured in chow- and HFD-fed animals every 
week until the onset of ghrelin resistance (as determined by ghrelin-induced food intake). For weekly 
body weight analysis * p < 0.05 compared with chow by Student’s t test (n=7-11). Glucose tolerance 
tests were performed weekly (n=5-6). Blood glucose response to bolus glucose administration (2g/kg, 
i.p.) was measured over 90 minutes and corresponding AUC analysis (n=4-6). *, p < 0.05 vs chow by 
two-way repeated measures ANOVA and Student’s t test for GTT and AUC, respectively. All data are 
mean ± SEM.    
 
Figure 2: Three weeks of HFD-feeding causes ghrelin resistance. (A-D) Exogenous ghrelin was 
administered weekly i.p. (1 mg/kg) at the end (1800 hours) of the light phase and food intake was 
measured over 5 h (n = 5-10). (E) To determine whether ghrelin resistance was centrally mediated, 
food intake was measured in response to i.c.v ghrelin after 3 weeks of chow- or HFD-feeding. 
Exogenous ghrelin was administered i.c.v. (1 µg/µl, injection vol 1.5 µl) at the beginning (0800 h) of 
the light phase and food intake was measured over 5 h (n = 5-10). All data are presented as milli joules 
(mJ) of energy consumed per animal. *, p < 0.05 vs. corresponding vehicle-treated control by two way 
ANOVA with Bonferonni’s post hoc test. (E-G) Peripheral acylated ghrelin and total ghrelin in the 
plasma of mice fed a HFD for 3 weeks and chow-fed controls. *, p < 0.05 compared to chow by 
student’s t test (n=6). Data are mean ± SEM.  
 
Figure 3: Ghrelin resistance occurs in NPY/AgRP neurons after 3 weeks of HFD-feeding. (A) 
The presence of Fos was used as a surrogate marker of neuronal activation in mice after i.c.v. injection 
of ghrelin in mice after 3 weeks of chow-fed control and HFD-feeding (n=5-6). Fos-immunoreactive 
NPY-GFP neurons were quantified 60 minutes after i.c.v. injection of ghrelin (1 µg/µl, injection vol 
1.5 µl) or aCSF in the arcuate nucleus of NPY-GFP mice. Representative images of Fos-
immunoreactivity in the arcuate nucleus of mice on chow diet or HFD treated with aCSF or ghrelin. 
All data are mean ± SEM. *, p < 0.05 by two-way ANOVA with Bonferonni’s post hoc test. (B) 
Whole-cell patch clamp electrophysiology was used to determine whether NPY neurons increased 
firing in response to ghrelin. In slices of arcuate nucleus, GFP-expressing NPY neurons responded to 
ghrelin (1 or 3 nM) with a robust increase in action potential firing (10 of 11 cells from 5 mice) in 
slices from normal chow fed mice. In contrast, only 4 of 12 NPY arcuate neurons (n = 6 mice) 
responded to ghrelin application in HFD mice. *, p < 0.05 by Fisher's exact test. Representative traces 
of NPY neuronal firing in the arcuate nucleus in mice on chow diet or HFD treated with ghrelin. 
 
Figure 4: Leptin contributes to ghrelin resistance. Fasting plasma leptin (A) or insulin (B) 
concentrations of mice fed chow or HFD for 3 weeks (n=6). (C) To assess how leptin or insulin 
modulates ghrelin-induced feeding behaviour in ob/ob mice, non-fasted animals received an i.c.v. 
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injection of aCSF, leptin (4 µg/ µl in 2 µl) or insulin (5 µU/µl in 2 µl). Food was removed and 1-hour 
later mice received either aCSF or ghrelin (1 µg/µl in 2 µl). Food was returned then measured 4 hours 
later (n=6-8). *, p<0.05 by one-way ANOVA with Bonferonni’s post hoc test. (D) Ghrelin increased 
and insulin or leptin suppressed action potential (AP) spike frequency as a percentage of basal firing 
rates. The addition of ghrelin with insulin modestly increased action potential firing in NPY neurons 
whereas the addition of ghrelin with leptin did not increase action potential firing in NPY neurons. 
Ghrelin alone reduces action potential amplitude, however the presence of insulin or leptin prevented 
the ability of ghrelin to reduce action potential amplitude. ψ, p<0.05 by Student’s t-test (Insulin vs 
Ghrelin in Insulin). (E) The presence of pSTAT-3 was used as a marker of leptin signaling in chow- or 
HFD-fed mice. Chow- and HFD-fed mice were fasted overnight and analysed for pSTAT-3 protein 
expression in the arcuate nucleus of NPY-GFP mice 45 minutes after i.p. leptin (1mg/kg) or aCSF 
(n=5). #, p<0.05 High fat vs chow by two-way ANOVA with Bonferonni’s post hoc test. (F) 
Representative images of arcuate nucleus pSTAT3-immunoreactivity in mice on chow diet or HFD 
treated with aCSF or leptin. All data are mean ± SEM. *, p < 0.05 by two-way ANOVA with 
Bonferonni’s post hoc test or Student’s t test (vs. chow). 
 
Figure 5: Hypothalamic gliosis contributes to ghrelin resistance after 3 weeks high fat diet 
(HFD). (A) Mice on a HFD for 3 weeks show hypothalamic gliosis, as assessed by an increase in 
GFAP-positive cells in the arcuate nucleus of the hypothalamus. (B) HFD exposure for 3 weeks also 
increased the number of fibre projections and fibre projection length of GFAP-positive cells in the 
arcuate nucleus of the hypothalamus. (C) Representative images showing increased GFAP cell number 
and fibre projections in mice fed HFD for 3 weeks. (D) Even though ob/ob mice are obese and glucose 
intolerant they do not show an increase GFAP-positive cell number relative to lean WT mice, 
suggesting hyperleptinemia associated with HF-feeding contributes to hypothalamic gliosis. (E) 
Representative images showing GFAP-positive cells in lean WT and ob/ob-NPY GFP mice. All data 
are mean ± SEM. *, p < 0.05 by two-way ANOVA with Bonferonni’s post hoc test (vs. chow in panel 
B). *, p < 0.05 by Student’s t-test in panel A. 
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Adipositas ist eines der größten Gesundheitsprobleme der modernen Wohlstandsgesellschaft und einer 
der Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von Diabetes mellitus Typ II. Beiden metabolischen 
Störungen liegen Veränderungen des neuroendokrinen Systems zu Grunde. Hierbei ist vor allem der 
Verlust der Leptinsensitivität zu nennen, die für die Verknüpfung von Adipositas und Diabetes Typ II 
verantwortlich sein könnte. Mittlerweile ist das zentrale Nervensystem, insbesondere der mediobasale 
Hypothalamus (MBH), als Hauptregulationszentrum der zentralen Energie- und Glukosehomöostase 
anzusehen. Daher ist der Zusammenhang von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II auf eine 
Modulation der beteiligten Signalwege im zentralen Nervensystem zurückzuführen.  
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust der zentralen Leptinsignalweiterleitung 
adipöser Individuen maßgeblich an dem Zusammenhang von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II 
beteiligt ist. Darüber hinaus interagierte Leptin mit dem zentralen WNT/β Catenin- (WNT) Signalweg 
und inhibierte dabei das Schlüsselenzym, die Glykogen- Synthase- Kinase- 3β (GSK-3β), in Neuronen 
des MBH. Des Weiteren waren die positiven Effekte von Leptin auf den Glukosemetabolismus von 
einem intakten WNT- Signalweg abhängig. Im Einklang mit diesen Ergebnissen ging eine zentrale 
Inhibition der GSK-3β mit einer verstärkten Aktivierung des hypothalamischen Insulin- Signalweges 
einher, verbesserte die Glukosetoleranz und verringerte die Nahrungsaufnahme von leptindefizienten 
Mäusen. Eine erhöhte Aktivität im MBH hingegen war mit Adipositas assoziiert, steigerte die 
Nahrungsaufnahme, führte zu Regulationsstörungen der Energie- und Glukosehomöostase und war 
mit einer verminderten Leptinsensitivität assoziiert. Diese Daten legen nahe, dass Leptin seine 
katabolen Eigenschaften über die hypothalamische GSK-3β vermittelt und, dass dieses Enzym als 
zentraler Regulator des Energie- und Glukosemetabolismus angesehen werden kann.  
 
Neben dem zentralen Verlust der Leptinsignalweiterleitung spielen auch noch andere, mit dem 
Körperfett assoziierte, Faktoren eine entscheidende Rolle bei der zentralen Regulation des 
Glukosemetabolismus. Neuere Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass die Veränderungen der 
zentralen Signalwege auf eine hypothalamische Inflammation zurückzuführen sein könnten. Die 
Zunahme des Fettgewebes geht mit einer erhöhten Sekretion von Zytokinen einher, die pro-
inflammatorische Signalwege im Hypothalamus induzieren können. Es konnte gezeigt werden, dass 
eine erhöhte Aktivität der pro-inflammatorischen c-Jun N-terminale Kinase (JNK) in verschiedenen 
Nuclei des MBH mit Adipositas assoziiert ist. Die akute Inhibition dieser zentralen Kinase führte zu 
einer erhöhten Aktivierung des zentralen Insulin- Signalweges und verbesserte die Glukosetoleranz. 
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Die Daten deuten darauf hin, dass die beobachteten Effekte auf eine Inhibition der zentralen GSK-3β 
zurückzuführen waren, wodurch die Rolle dieser Kinase in der zentralen Regulation der 
Glukosehomöostase weiter bekräftigt wurde. 
Neben der JNK ist auch der zentrale pro-inflammatorische NF-κB- Signalweg mit Adipositas 
verknüpft und eine Aktivierung wird mit einer aktiven GSK-3β in Verbindung gebracht. Eine akute 
Inhibition dieses Signalweges, mit dem Flavonoid Butein, brachte eine Verbesserung der 
Glukosetoleranz von diabetischen und adipösen Mäusen mit sich. Des Weiteren verminderte die 
chronische Inhibition des NF-κB- Signalweges (mittels Gentherapie) im MBH die Zunahme des 
Körpergewichtes und der Körperfettmasse von Mäusen auf einer hochkalorischen Diät. Dabei 
verbesserte diese Behandlung die Glukosetoleranz der Tiere, erhöhte die Sauerstoffaufnahme, den 
Energieverbrauch sowie die basale metabolische Rate und war mit einer erhöhten Leptinsensitivität 
verbunden.  
 
Mit dieser Arbeit konnten neue Aspekte der zentralen Regulation der Energie- und 
Glukosehomöostase entschlüsselt werden. Unsere Daten deuten darauf hin, dass die zentrale GSK-3β 
ein Schlüsselenzym ist, welches die metabolischen Eigenschaften von Leptin und Insulin vermittelt. 
Die Aktivierung dieser hypothalamischen Kinase durch pro-inflammatorische Signalwege scheint die 
Entstehung einer zentralen Leptinresistenz zu vermitteln, was eine Dysregulation der 
Glukosehomöostase nach sich zieht. Die zentrale Inhibition dieses Enzyms oder der 
zugrundeliegenden Inflammation liefert somit neue therapeutische Interventionsmöglichkeiten bei der 
Entstehung von Adipositas und Diabetes mellitus Typ II.  
  





Obesity is one of the most common medical problems of the 21st century and represents a critical risk 
factor for the development of type II diabetes. Both metabolic derangements are associated with 
profound alterations of the neuroendocrine system, such as leptin resistance, which might present a 
possible link between these two diseases. In the last decade, the hypothalamus has been identified as a 
main insulin target tissue for the regulation of energy- and glucose- metabolism. Therefore, 
modifications of signalling pathways in the central nervous system are thought to be responsible for 
these metabolic disorders.  
 
In this thesis, we have shown that functional leptin- signalling of obese individuals is crucial for the 
maintenance of whole body glucose homeostasis. In neurons of the mediobasal hypothalamus (MBH), 
leptin inhibited the key enzyme of the WNT/β catenin- (WNT) pathway, glycogen-synthase-kinase 3β 
(GSK-3β), thereby activating this pathway. Furthermore, the glucose lowering capacity of leptin 
largely depends on neuronal WNT signalling. Moreover, acute inhibition of the central GSK-3β 
improved glucose tolerance and deceased food intake in leptin deficient mice. These results involved 
beneficial effect on central insulin- signalling and thereby decreasing hepatic glucose output. In 
contrast, increased hypothalamic GSK-3β activity was associated with obesity, increased food intake, 
disrupted whole body energy and glucose homeostasis and might be a result of reduced hypothalamic 
leptin sensitivity. Conclusively, these data suggest that the catabolic actions of central leptin- 
signalling are mediated via the WNT- pathway and that hypothalamic GSK-3β might be a key enzyme 
in the regulation of whole body glucose homeostasis. 
 
Besides the essential role of central leptin- signalling, we also detected other important aspects in the 
regulation of whole body glucose homeostasis, involving body fat mass. Recently, it was suggested 
that an enhanced release of cytokines by white adipose tissue might also activate hypothalamic pro-
inflammatory pathways, thereby disrupting central insulin-signalling. Here, we observed increased 
activity of c-Jun N-terminale Kinase (JNK) in different nuclei of the MBH during obesity. Acute 
inhibition of this central kinase improved hypothalamic insulin- signalling and glucose tolerance in 
mice. Moreover, our data suggest that the observed effects were mediated via inhibition of central 
GSK-3β, further emphasizing a major role of this central kinase in the regulation of glucose 
metabolism.  
In addition to central JNK- signalling, pro-inflammatory signalling via central NF-κB is also 
associated with obesity and activation correlates with increased GSK-3β activity. Acute inhibition of 
central NF-κB- signalling, using the flavonoid Butein, strikingly improved glucose tolerance of obese 
and diabetic mice. Furthermore, long-term inhibition of NF-κB- signalling in the MBH, using a viral 
construct, decelerated diet induced obesity and improved whole-body glucose metabolism in mice fed 
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a high fat diet. Moreover, this treatment increased oxygen consumption, energy expenditure and 
resting metabolic rate, which was associated with restored leptin sensitivity. 
 
Taken together, this thesis provides novel insights into the central regulation of whole body energy- 
and glucose metabolism. Our data indicate that the hypothalamic GSK-3β represents a key enzyme 
that mediates the metabolic actions of central leptin- and insulin- signalling. Pro-inflammatory 
pathways activate this central kinase, thereby inducing hypothalamic leptin resistance and 
subsequently disrupt the central regulation of whole body glucose homeostasis. Thus, this thesis 
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